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RELATIONS ENTRE LA DENATURATION 
ET LE POUVOIR PRECIPITANT DU SERUM 
ANTIDIPHTERIQUE 


par J. LOISELEUR, F. NITTI et M+ M. FAURE. 


(Institut Pasteur, Ser*ices de Chimie physique, 
de Chimie thérapeutique et de Chimie biologique.) 


Ramon (1) a montré que le chauffage du sérum antidiphtérique 
(cheval) vers 56-58° entraine la disparition du pouvoir précipitant, 
tandis que le pouvoir antitoxique reste sensiblement inaltéré. Pour 
interpréter cette expérience, on peut soit attribuer au sérum la 
présence simultanée d’anticorps différents que le chauffage aurait 
dissociés, soit — plus simplement — considérer la réaction 
toxine/antitoxine comme insuffisante pour entrainer par elle seule 
la floculation : il lui faut encore Vintervention d’un facteur supplé- 
mentaire, différent de l’antitoxine proprement dite, disparaissant 
par le chauffage et par conséquent de plus grande sensibilité a 
la dénaturation. Or, d’autres processus de dénaturation,.tels que 
la simple dialyse, aboutissent au méme résultat. Nous comparons 
ici les propriétés du sérum dénaturé soit par dialyse, soit par 
chauffage. 


I. Pour le sérum frais, on sait d’abord (2, 3) que la dialyse fait dispa- 
raitre le pouvoir précipitant. Voici l’expérience. 


(1) e Ramon, ces Annales, 1923, 37, 1001. 
(2) J. Borver, Traité de l’Immunité, Paris, 1939. 
(3) S. Scumwr, C. R. Soc. Biol., 1930, 103, 101. 
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On soumet a l’électrodialyse (f= 35°) d’une part le sérum antidiphté- 
rique et d’autre part la toxine. L’électrodialyse du sérum doit étre d’autant 
plus prolongée,que ce dernier est plus riche en unités antitoxiques. Dans 
cette opération, la toxine ne subit pas de modification apparente, mais le 
sérum céde, avec ses électrolytes, son euglobuline qu’on élimine par cen- 
trifugation. Les mémes sérum et toxine, non traités par dialyse mais 
amenés A Ja méme. dilution que les éléments dialysés, floculent la toxine 
en trente minutes d 37°. Pour plus ‘d’exactitude, nous mesurons au 
photométre la turbidité qui précéde la floculation. La courbe 1 (courbe 
pleine) reproduit les valeurs de la densité optique, mesurée aprés 
quinze minutes a 37°. L’expérience, reproduite avec les mémes éléments 


S.A.D. + T.D. 
mon dialysés 


quivatence - 


zone a'é 


co ng oe oe 


(S.A.D.+ T.D. électrodialysés)+électrolytes 


Augmentation de le densité optique 


Volume du S.A.D. pour 3cco. de toxine 


Course }. 


dialysés (courbe pointillée), est négative et le reste encore malgré la 
réintroduction des électrolytes (courbe hachurée). . 


Il faut remarquer que cette technique de fraclionnement du 
sérum par dialyse entraine déja sa dénaturation : les globulines 
deviennent bee. et leuglobuline, en particulier, est 
formée de particules dont la taille moyenne est supérieure a celle 
des particules existant dans le sérum entier (4 a). 

Or voici, d’aprés Ramon (4 6), le pouvoir floculant propre a 
chacune des protéines isolées du sérum, L’euglobuline fait appa- 
raitre un précipité pour la petite quantité d’unités antitoxiques 
quelle renferme. Pour la pseudoglobuline, plus riche pourtant 


(4a) BE. Woruman, La nature chimique des anticorps, Paris, 1943. 
(4b) G. Ramon, C. R. Soc. Biol., 1922, 86, 813. 
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en antitoxine, la floculation n’a lieu qu’avec un retard considérable 
eu méme pas du tout. Si alors on additionné d’euglobuline le 
mélange précédent, un précipité apparait rapidement, corres- 
pondant a la teneur globale du mélange en antitoxine. 
On peut rapprocher de ces faits une expérience de Pappen- 
heimer (5) qui démontre V’aptitude particuliére de l’euglobuline 
a précipiter. Pappenheimer prépare différents animaux avec la 
toxine diphtérique ; la comparaison des sérums montre que 
Vallure des propriétés précipitantes dépend de la facon selon 
laquelle l’animal a construit ses anticorps. Chez le cheval, |’ anti- 
corps,est renfermé dans la pseudoglobuline : il y a phénoméne 
de zone. Chez le lapin, au contraire, ot l’anticorps est surtout 
renfermé dans l’euglobuline, 11 y a toujours précipitation immé- 
diate (6). 

I] résulte done des expériences précédentes que la dénaturation 
paralléle a Vélimination de leuglobuline par dialyse entraine la 
disparition du pouvoir précipitant. 

Nota. — La conclusion précédente n’a évidemment de signifi- 
cation que pour les fractions du sérum définies par cette tech- 
nique de dialyse : 

a) Si l’on s’adresse a |’électrophorése pour fractionner le sérum, 
la. distinction précédente entre eu- et pseudoglobulines disparait. 
Les globulines se classent alors en trois fractions principales, 
a, B, y, de mobilités décroissantes, l’eu- et la pseudoglobuline 
apparaissant comme des mélanges 4 proportions variables de ces 
trois fractions (prépondérance de £ et y dans l’euglobuline, de 
dans Ja pseudoglobuline). 

b) Si Von s’adresse au sulfate d’ammonium pour fractionner 


les globulines (élimination de |’euglobuline par C = précipita- 


tion de la pseudoglobuline par C =5 ,on définit de nouvelles 


globulines. Pappenheimer (7 a) signale que cette pseudoglobuline 
se suffit A elle seule pour entrainer la précipitation. 

c) Pour simplifier, nous n’envisageons ici mi le mécanisme 
méme de la formation des floculats, ni ]’intervention indispensable 
‘des lipides (7 6) dont la répartition différente sur les groupes 
a-B-y des globulines pourrait expliquer. la divergence des résultats 
précédents. 


(5) A. M. Pappennemer, J. exp. Med., 1940, 74, 263. 

(6) L’expérience est aussi probante en prenant l’ovalbumine comme 
antigéne. : 

(7a) A. M. Pappennermmer Jr., H. P. Lunperen et J. W. Wi1aMs, 
J. exp. Med., 1940, 74, 247. 

(7 b) F. L. Horsratt et K. Gooner, J. exp. Med., 1935, 62, 485 ; 
J. Immunolys 1936, 34, 1385. 
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II. Le chauffage modéré du sérum (deux heures 4 57°) entraine 
aussl une dénaturation intéressant son euglobuline. Voici com- 
ment cette dénaturation a été démontrée (8) : 

On constate d’abord (9) que le chauffage rend le sérum opa- 
lescent (tableau I), phénoméne constant, plus ou moins marqué 
selon lorigine du sérum et sa pigmentation initiale. 

Cette opalescence traduit la diminution de la solubilité de cer- 


Tasieav 1. — Augmentation de la densité optique du sérum 
consécutivement au chauffage (deux heures a 57°). 


SERUMS NORMAUX SERUMS ANTIDIPHTERIQUES 


n°? 5 


Avant chauffage . . 142 0,235 0,238 0,467 
Aprés chaufflage .. 5 . 0,256 0,290 0.490 


taines des protéines du sérum, ce qui prouve la dénaturation de 
ces derniéres conformément a la définition de Sérensen. 

Une expérience trés simple met en évidence les modifications 
liées A cette dénaturation. Dialysons, cdte a cote, dans deux sacs 
de cellophane, un sérum queleconque (normal ou antidiphtérique) 
frais et le méme sérum chauffé. Pour le sérum frais, 4 partir d’un 
abaissement suffisant de la concentration des électrolytes, il appa- 
rait un trouble, puis la précipitation de l’euglobuline en flocons 


légers de faible importance. 


Or, pour le sérum chauffé : 

1° On constate toujours un retard considérable dans la préci- 
pilation de l’euglobuline, comme si l’euglobuline s’était accolée, 
au cours du chauffage, a d’autres protéides sériques intervenant 
vis-a-vis d’elle comme colloides protecteurs ; 

2° Quand l’euglobuline du sérum chauffé se met enfin a préci- 
piter, le précipité est grenu et plus abondant que dans le cas du 
sérum frais : l’euglobuline a entrainé avec elle les protéides qui 
avaient retardé sa précipitation. 

La courbe Il a reproduit les variations de la turbidité au cours 
de la dialyse, en mesurant indirectement le degré de la dialyse 
par Vabaissement de la conductivité }. On constate sur la courbe 
du sérum chauffé un retard considérable A l’opacification, témoi- 
gnant que l’euglobuline ne posséde plus dans le sérum chauffé 
les mémes degrés de liberté que dans le sérum frais. Le phéno- 


(8) J. Loiserzurn, M"** C. Crovisier et J. Tmxanp, C. R. Acad. Sci., 
séance du 29 novembre 1943. 

(9) Le chauffage entraine une faible augmentation de pH (de 7,73 
4 7,81) consécutive au déplacement de l’acide carboniqué. 
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encore plus démonstratif en opérant avec du sérum dilué 
b). La dénaturation du sérum chauffé a done intéressé 
es rapports réciproques entre l’euglobuline et les autres. protéides 
sérum. ‘al Povtay, xf vi 
_ Examinons maintenant ce que sont devenues les propriétés anti< 7) 
corps au cours de cette dénaturation ome: 
_ Le’ sérum frais présentait tous les tests de la condensation pro- 


le 


pe dch 5} PRECIPITATION DE L' EUGLOBULINE Seen 
ra aR Or ee __ AU COURS DE LA DIALYSE > j 
sérum frais 


\ a J ie j if ‘ 0 
voy eee ——-— sérum dénaturé ; ee emt 


1072 1 107 4.10 
M t 7 
KCL 107°N 


Se esos TI (a). — Mise en éyidence, par dialyse, de la dénaturation 
Rete ag du sérum chauffé. 


Avec le sérum non dilué. — Au départ, on note l’opalescence (densité optique 
plus é u sérum chauffé. ee 
ee acs a aijaae (mesurée par l’abaissement de la conductivité ) se 
poursuit, leuglobuline précipite dans le sérum frais dont la densité epg 
augmente rapidement. Pour le sérum chauffé, on constate un retard dans la 
eo précipitation del’euglobuline qui s’est donc combinée, au cours du chauflage, 
avec les autres protéides du sérum. 


= 


| gressive des produits de la réaction toxine/antitoxine, 4 savoir 


_ Yaugmentation progressive de la viscosité (10, 11), l’augmentation de 
q SLO), Tae pu Novy et Mie V. Hamon, ces Annales, 1937, 56, 359. arate J 
x (11) J. LorsELeur, C. R. Acad. Sci., 19388, 207, 186. Ss eelel 
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la turbidité et finalement celle dela floculation. Aprés le chauffage du 
sérum, toutes ces épreuves deviennent négatives. Les courbes Il 
montrent l’évanouissement du test de la viscosité & mesure de la 
dénaturation. wn 

Il ne reste, dans le sérum chauffé, que le phénoméne primaire 
du pouvoir antitoxique, établissant la réalité de la combinaison 
toxine/antiltoxine ; mais cette combinaison reste latente a lV échelle 


PRECIPITATION D¥ L'EUGLOBULINE AU COURS 
DE LA DIALYSE ; 


weeeofrum frais dilué au 1/4 
-«---sérum dénaturé dilué au 1/4, 


0,3 
? 
/ 
/ 
/ 
0,2 
X 
AP ANG” 5.107% 
KCl lu72N 
Course II (6), — Mise en évidence, par dialyse, de la dénaturation 
du sérum chauffé. 
Avec le sérum dilué au 1/4. — Au départ, la dilution par Veau distillée 


diminue la stabilité de l’'euglobuline dans le sérum frais, entrainant de ce fait 
une augmentation immédiate de sa densité optique. Par contre, la dilution 
n’a pas modifié l’opalescence du séruim chauffé. La dilution masque ainsi le 
premier des phénoménes précédents (l’opalescence consécutive au chauflage), 
mais en fait apparaitre un autre : la plus grande stabilité, au cours de la 
dilution, du sérum chauffé, grace 41’ « accrochage » de’son euglobuline sur 
les autres protéides sériques. 4 

Au cours de la dialyse, les phénoménes précédents deviennent plus accentués : 
euglobuline du sérum frais tend a précipiter rapidement, tandis que l’euglo- 
buline du sérum chauffé présente une stabilité plus marquée. 


moléculaire et ne peut élre décelée que par l’expérimentation sur 
Panimal. 
La dénaturation par la chaleur a fait ainsi disparaitre la possi- 
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ed « } \/ 

bihté de la condensation de la toxine et de l’antitoxine ; paralle- 

, lement a la perturbation de Veuglobuline, les propriétés du sérum 

4: chauffé sont devenues comparables (12) a celles du sérum frais 

_ électrodialysé, prwé deuglobuline (tableau II). 
Sérum dénaturé 


(chauffage 2 heures a 56°) 
0,6 


Sé 
Sérum frais aredde et vi 


0,2 


30 min. 


Course 11]. — Influence de la dénaturation sur la condensation de |’anatoxine 
et de Vantitoxine diphtérique. 


Les mélanges & proportions variables [a de sérum A.D. (550 U/c.c.) dans 3 ¢.c. 

' @anatoxine D (47 U/c.c.)] sont introduits dans le viscosimétre (¢ = 31°), qui 
permet de déceler et de suivre, par augmentation de la viscosité, les étapes 
de la condensation de lanatoxine et de l’antitoxine (la valeur a est indiquée 
sur chaque courbe). 

A gauche : Sérum frais. Courbes caractéristiques présentant, dans la zone 
d’équivalence, le maximum de l'augmentation de la viscosité, Chaque courbe 
présente alors une alluré caractéristique en cloche, la branclie descendante 
de la courbe traduisant la floculation qui se produit a Vintérieur du viscosi- 
metre. 

Au milieu : Sérum dénaturé par chauffage deux heures a 56°. Ralentissement 
considérable des phénoménes : la viscosité augmente trés lentement el les 
courbes perdent toute signification. | 

A droite : Sérum dénaturé par chautiage et vieillissement (six années). Dispa- 
rition de tout phénomeéne. 


(12) On peut rappeler 4 ce propos une expérience de HE. Renaux (C. R. 
Soc. Biol., 1924, 90, 964) : il suffit d’introduire du sérum antidiph- 


(par chauffage et vieillissemead 


3 


30 min. 


rt 
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TasLeau Il. — Combinaison de la toxine 
et de lantitoxine diphtériques. 


CONDENSATION DES PRODUITS DE LA REACTION 
COMBINAISON 
latente 
4 l'échelle 
moléculaire Effet 


Apparition 
sur la viscosité 


4 
sur la densité de floculats 


optique 


Sérum frais . . 
Sérum dialysé. . 
Sérum chauffé. . 


III, On peut atiribuer le pouvoir précipitant du sérum frais a 
la présence d’un constituant, probakjement lipidique, — spécifique 
ou non —, peut-étre localisé dans le groupe des euglobulines, qui 
interviendrait comme facteur d’instabilité pour déclencher la 
combinaison toxine/antitoxine, la dénaturation de ce constituant 
par électrodialyse ou par chauffage faisant disparaitre en méme 
temps le facteur d’instabilité et la possibilité de floculer. 

Pour vérifier cette hypothése, nous avons cherché a faire appa- 
raitre la précipitation du sérum chauffé, en faisant appel a des 
facteurs extérieurs d’instabilité (18), Des essais préliminaires 
montrent que ce résultat peut étre obtenu par le sulfate de sodium, 
le sulfate d’ammonium ou, plus favorablement, par leur mélange, 
a concentration inférieure 4 la dose de précipitation (14). On 
dissout d’abord le sel dans la toxine ou J’anatoxine, qui sert a 
la titration, et l’on prépare une gamme en ajoutant a 3c. c, de 
cette toxine salée des volumes croissants du sérum A titrer. 

Si l’on introduit dans je viscosimétre (f= 31°) ces mélanges 
immédiatement aprés leur préparation, on constate dans la zone 
d’équivalence (courbe IV) une augmentation notable de la viscosité. 
Le phénoméne est spécifique, quoique de moins grande amplitude 
qu’avec le sérum frais : la présence du sel a donc entrainé la 
condensation des produits de la réaction toxine/antitoxine. 


térique frais dans un sérum dénaturé (par chauffage ou vieillissement) 
pour rendre possible sa titration. La floculation du mélange a lieu 
dans Ja zone d’équivalence correspondant 4a la somme des unités anti- 
toxiques des deux sérums, mais seul Je sérum frais intervient dans 
la formation du floculat. 

(138) Dans une expérience du méme ordre, P. Grapar et J. Oupin 
(ces Annales, 1943, 69, 195) ont amené, par l’introduction d’alcool, Ja 
précipitation de complexes antigtne/anticorps en dehors de la zone 
d’inhibition. 

(14) LiCl, NaCl, KCl sont sans action, quelles que soient leurs concen- 


trations. Le phénoméne observé ici ne présente aucune relation avec la 
force ionique du milieu. 
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Si Pon porte la gamme précédente a l’étuve a 50°, la conden- 
sation va plus loin et aboutit A l’augmentation de la turbidité et 
finalement a la floculation, ces deux phénoménes restant localisés 
dans la zone d’équivalence. I] est & noter que la floculation est 
mois rapide qu’avec le sérum frais et requiert un séjour de 
plusieurs heures a ]’étuve a 50°. 

Cette action des sels peut étre appliquée A la titration pratique 


4 


Sérum frais + ana T.D. Sérum dénaturé(chauffage & 57°5), Sérum dénaturé + ana TeDie 
+ ana T.D. (en présence de Sv,Nap et de 


S04 (NHy)* ) 


0,7 


ie ar ee ae ee ee SIE ES ES ee Pe re as ee, 


O=*235 G 


1 
as 


9°, 


Durée du séjour dans le visc 


be Tae Sa a  E 
ne 30 min. 30 min 


Course IY. — Influence des facteurs d'instabilité sur la condensation 
de l’anatoxine et de l’antitoxine diphtériques. 


Méme technique que dans la courbe III. 
| A gauche : Sérum frais. Maximum de l’augmentation de la viscosité (A= 

+ 23,5 p. 100) dans la zone d’équivalence. 

Au milieu : Sérum dénaturé par chauflage deux heures 4 57,5. Ralentissement 
considerable de la réaction : les courbes perdent toute signification. 

A droite : Méme sérum dénaturé, mais la réaction a lieu en présence de SO,Na, 
et de SO,(NH,)?. Les courbes reprennent leurs variations caractéristiques, avec 
maximum (4= + 8 p. 100) dans la zone d’équivalence. 


des sérums qui ont subi une tyndallisation pour assurer leur 

conservation, En voici un exemple. On dissout a froid 4,94 g. 
Z : i sf 

de SO,Na,.10H,O et 5,6 g. de SO,(NH,)? dans 45 ¢. c. d’anatoxine 
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TaBLEAv III. 


: AUGMENTATION LATION 
ANATOXINE SALEE S.A.D. To LaSARits rye e' 


imét NaCl optique 5 devhauner 
a ae 7p. 1.00 aprés 30 minutes a 50° 
centimétres cubes cubes ~ 450° 


Rm DODD WW eS Oo 
evocrovrrocronrtow 


oooocoocococo]o 


5 TITRATION DU SERUM CHAUFT 
z 
EN PRESENCE DE S0,Na, BT SO, (NH, ) 


dans 


80, Na, 20 H0 o+ee4,94) dissous préalablement 
45cc de l'anatoxine 


eae Pte as a 


oO, 


ajouté A 3cc dtanat 
0,1 6,25. 063 | hOne 0,5 0,6 Ce, 


Cours V. 


titrant 300 U/ce. et l’on prépare la gamme suivante (15) {tableau III] : 
On peut mesurer la variation de densité optique (courbe V) aprés 


(15) Si l'on prolonge la gamme vers des concentrations trop élevées 
de sérum (ici au dela de 0,7 c. c.) on observe une deuxiéme zone de 
floculation, non spécifique, et correspondant a la précipitation des 


t plus simplement prolonger pendant dix 3 a Hues heures 
a Vétuve et apprécier la ‘floculation (qui attribue ici un 
‘é compris entre 225 et 237. Ujee.). Cette peas est moins 
Cl e que la précédente. che 


— 
eM 


ene le sérum dénaturé par électrodia yse ou parchauffage ° 
son pouvoir’ précipitant. Un sérum dénaturé par chauffage — 
ve son pouvoir floculant spécifique par la présence de- 

» de sodium, (ou -@ammonium) aeryenaDs comme facteur fee is 


de ecniues. La concentration optimum des sels ee étre ajustée | 
pe aque sérum : elle est “@ autant plus faible que le titre du sérum 
lus élevé. . mY 
“adressons- tous nos remerciements 4 M.. aes qd’ une part ee: 
LAFFAILLE et Cassacne a’ autre age qui ont mis 4 notre dispo- rik 


ACTIVITE ANTITOXIQUE APPARENTE, 
TITRES ANTI-t, ANTI-7 ET POUVOIR ANTI-INFECTIEUX 
DES SERUMS ANTI-PERFAINGENS (*) 


par Mayiis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE. 


Rosenthal en 1910 (4) et Weinberg en 41915 (2) signalent les 
propriétés préventives des sérums anti-perfringens obtenus sur 
animaux immunisés par des injections répétées de cultures de 
B. perfringens. A la méme époque, Veillon (8) prépare un sérum 
anti-perfringens doué d’une activité appréciable. 

A la suite de leurs recherches sur la sérothérapie des plaies, 
Leclainche et Vallée en 1915 (4), puis Vincent et Stodel (5) propo- 
sent l'emploi de sérums polyvalents prélevés sur des chevaux 
immunisés par des séries d’injections de cultures de B. perfringens 
associées aux cultures de diverses espéces microbiennes. 

En 1916, Klose (6) prépare un sérum légérement antitoxique 
et anti-infectieux en utilisant des filtrats de cultures perfringens 
de quelques jours. La méme année, Weinberg (7) rapporte des 
faits montrant que les toxines perfringens qu’il a employées pour 
immuniser un mouton sont peu nocives en injections intravei- 
neuses et faiblement antigéniques; en 1917, Sacquépée (8) 
s’exprime en ces termes : « En culture, le B. perfringens ne semble 
pas sécréter une toxine de quelque énergie. » Cependant, Bull et 
Pritchett (9) établissent que le B. perfringens élabore dans cer- 


(*) Communication présentée 4 la séance du 2 décembre 1943 de l'Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Francaise. 

(1) G. Rosenrwat, C. R, Soc. Biol., 1910, 68, 1044. 

(2) M. Wermsere, C. R. Acad. Sci., 1° mars 1915, 160, 325. 

(3) A. Vettton, cité par E. Sacguépte et pe Lavencne, La Presse Médi- 
cale, 1919, 27, 85. 

(4) E. Leciamncue et H. Vatiiz, Bull. Acad. Méd., 23 février 1915, 73, 
280; Arch. Méd. et Pharm. Milit., 1916, 66, 245 et 774; Presse Méd., 1947, 
187 ; J. Chir., 1917, 44, 162. . 

(5) H. Vincenr et G. Sropen, C. R. Acad. Sci., 1918, 167, 187, 245 et 
305 ; Fbid., 1918, 468, 188. 

(6) F. Kiose, Zeitschr. Hyg., 1° mars 4916, 82, 197; Miinch. med. Woch., 
46 mai 1916, 63, 723. 

(7) M. Weinserc, Proc. Roy. Soc. Med., 19 mars 1916, 9, 119. 

(8) E. Sacgukpée, Arch, Méd. Pharm. et Milit., 1917, 68, 141. 

(9) C. G. Buux et I. W. Prircuert, J. exp. Med., 1917, 26, 119, 603 
et 867. — C. G. Burt, C. R, Soc. Biol., 22 décembre 1917, 80, 957 ; 
Arch. Méd. et Pharm. Milit., 1918, 70, 108. 
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tainmes conditions une exotoxine trés active et préparent, en 1917, 
de bons sérums anti-perfringens en inoculant a divers animaux 
des doses croissantes de tozine filtrée. Egalement en 1917, Wein- 
berg et Seguin utilisent aussi comme antigéne la toxine perfrin- 
gens ; ces derniers auteurs insistent alors beaucoup sur l’activité 
du sérum fourni par le premier cheval qu’ils immunisent : 1/100 de 
centimetre cube de ce sérum neutralise, in vitro, une dose mortelle 
de toxine perfringens (titrages sur cobayes, injections intravei- 
neuses) ou 1 4 2 D.M. de culture (titrages sur cobayes, injections 
intramusculaires). Les tentatives de traitement des blessés de 


guerre alteints de gangréne gazeuse montrent ensuite a Weinberg - 


et Seguin que ce sérum antitoxique a la méme valeur pratique 
que les sérums anti-microbiens prélevés sur des animaux préparés 
par des injections de doses massives de bacilles perfringens (10) : 
ayant enregistré des guérisons dans des cas graves, Weinberg et 


Seguin considérent comme propre a l’usage thérapeutique tout. 


sérum qui, a la dose de 1/100 de centimétre cube neutralise 1 a 
2 D.M. de culture perfringens. 

Au cours des années suivantes, les méthodes de titrage des 
sérums anti-perfringens varient d’un laboratoire a lautre. En 
1931, le Comité international d’Hygiéne réuni a Londres propose 
un sérum étalon pour titrer les toxines perfringens destinées a 
Vévaluation de lactivité antitoxique des sérums thérapeutiques. 
A partir de 1936, les publications de M. Guillaumie avec M. Wein- 
berg, puis avec A. Kreguer et M. Fabre, mettent en évidence que 
le iltre antitoxique d’un méme sérum anti-perfringens, dosé par 
la méthode des injections intraveineuses 4 la souris, peut varier 
considérablement avec les échantillons de toxine perfringens uti- 
lisés dans le titrage lorsque ces toxines sont préparées dans divers 
bouillons avec différentes souches de B. perfringens [souche fran- 
caise Lechien (41), souche danoise SS ou souche allemande 
A 100 P] (12). Les titrages in vitro et in vivo révélent que de telles 
toxines contiennent en proportions variables au moins 3 antigénes; 
ceux-ci sont a présent désignés par les lettres «, C, 4: « est un facteur 
hémolytique non nécrosant; ¢ posséde des propriétés hémolytiques 


(10) M. Wemeerc et P. Secuin, La gangréne gazeuse, 1917, 331 4 336, 
Masson, éditeur, Paris. — M. Weinzerc, C. R. Soc. Biol., 22 décembre 
1917, 80, 958. 

(11) C. R. Soc. Biol., 1936, 123, 661 ; Ibid., 1937, 426, 656 ; Ibid., 
1938, 427, 1084; C. R. Acad. Sci., 1937, 204, 1012 ; Bull. Acad. Méd., 
40 janvier 1939, 424, 2; Rev. Immunol., 1939, 5, 5. — M. GUILLAUMIE, Ces 
Annales, 1941, 66, 204. 

(12) M. Gumtaumie, A. KREGUER et M. Fasre, ces Annales, 1942, 
68, 513; [bid., 194%, 7°, 207; C. R. Soc. Biol., 1943, 187, 757; Ibid., 1944, 
138, 29; milieux ensemencés : bouillons Vf et digestions chlorhydropep- 
siques de foie ou de placenta. 
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et nécrosantes; y, nocif en injection intravyeineuse, ne provoque © 
pas de nécrose en injection intradermique. Nous avons montré 
que les résultats du titrage d’un méme sérum avec les toxines 
complexes que nous avons préparées avec les souches Lechien, SS 
et A 100 P peuvent différer entre eux de 50 et méme 65 p. 100 (titrages 
sur souris, veines). Ipsen et Davoli (1939) ont aussi. constaté des 
discordances de cet ordre en utilisant dans les mémes conditions — 
des toxines élaborées par la souche Lechien. Ces dosages n’indi- 
quent par conséquent qu’une valeur antitoxique apparente du 
sérum examiné; ils ne précisent pas sa teneur réelle en anti- 
toxines a, ¢%, 7; les quelques chiffres que nous rapportons dans 


‘le tableau I étayent bien cette donnée : le titre apparent du 


sérum 224, par exemple, déterminé avec la toxine complexe E 31 
préparée avec la souche Lechien, est de 150 unités (en effet, 
1/150 de centimétre cube de ce sérum neutralise la dose d’épreuve 


Tasteau I. — Pouvoir antitoxique apparent, 
titres anti-{ et anti-« de divers sérums anti-perfringens. 


; POUVOIR TITRE ANTI-C TITRE ANTI-&% 
SERUMS antitoxique apparent (titrages (titre anti- 
(titrages avec la toxine ES,) hémolytique) 
anti-perfringens avec la toxine EKg,) [unités {unités 
funités | internationales] internationales] 


400-420 600-800 
450 , 500 
200-300 750 
350-400 \ 4.200 
400 600 
300-400 400-500 
450-475 j 20 
200-300 50-100 
7100 2.000 
4.200 4.000 
4.400 2.400 
500-600 600 


de la toxine E 31, c’est-’-dire 24 doses mortelles de cette toxine); 
or, ce sérum, litré in vitro avec une toxine riche en hémolysine ¢ 
et in vivo avec une toxine a facteur ¢ prédominant, contient 
500 unités internationales (u. i.) d’antitoxine a et seulement 20 u. i. 
d’antitoxine $; le sérum 415, a pouvoir antitoxique apparent 
compris entre 350 et 400 unités d’aprés les titrages avec la 
toxine E 31, titre 1.200 u. i. anti-a, 35 u. i. anti-Z et 220) a 250 u. 1. 
anti-n; le sérum 135 (pouvoir antitoxique apparent : 150 a 175 
unités) titre 20 u. i. anti-c seulement, 63 u. i. anti-t et 320 u. i 
anti-7. 

L’usage ne s'est pas encore établi, dans les divers centres de 
préparation et de titrage des sérums anti-perfringens, d’indiquer 
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la nature de l’antitoxine dosée. Weinberg, Davesne et Prévot 
(1932) ayant employé une toxine produite dans du bouillon Vi 
par la souche Lechien pour titrer par la méthode des injections 
mtraveineuses a la souris les sérums anti-perfringens qu’ils ont 
mentionnés dans leurs travaux (18), ont probablément évalué 
lactivité antitoxique apparente de ces immunsérums. La confron- 
tation des faits publiés en Angleterre (Glenny, 1933), en Alle- 
magne (Prigge, 1936), en U.R.S.S. (Glotova, 1937), au Danemark 
(Ipsen, 1939) permet de penser que dans ces différents pays les 
sérums anti-perjringens sont examinés au point de vue de leur 
richesse en antitoxine ¢. Quant au sérum étalon international, il 
contient les antitoxines a et ¢ a raison de 20 unités par centimétre 
cube et Ipsen lui attribue le titre de 20 unités anti-y (14). 

Dans un article récent sur Vaction léthale de lhémolysine «a 
hous avons rappelé les expériences de Bull et Pritchett (1917) 
montrant que l’injection intraveineuse de toxine perfringens hémo- 
lytique provoque chez le pigeon une destruction massive des glo- 
bules rouges et la mort des animaux, alors que |’injection intra- 
musculaire de la méme toxine détermine la mort sans altérer le 
sang. De ces observations, Bull et Pritchett ont tiré la conclusion 
que l’hémolysine n’est pas l’agent toxique essentiel de la toxine 
perfringens. A la suite d’expériences d’un autre ordre, Prigge | 
(1936), Zeissler, Gortzen (4937), ont pensé que le facteur ¢ est l’agent 
principal de la nocivité in vivo de la toxine perfringens. Benzoni 
(1938) a formulé la méme conclusion que Bull et Pritchett. Ces 
données concordantes permettent de considérer a juste raison que 
la richesse des sérums en antitoxine ¢ présente en clinique une 
importance de premier plan, mais n’autorisent cependant pas a 
-eonclure que leur teneur en antitoxine a et » est en toutes cir- 
constances d’un intérét tout a fait secondaire. 

Aprés avoir évalué sur souris le taux en antitoxine ¢ d’une série 
de sérums anti-perfringens dont nous connaissions déja |’activité 
antitoxique apparente, nous avons déterminé in vitro leur titre 
anti-hémolytique, puis nous avons recherché sur cobayes, par le 
procédé des injections intramusculaires, |’effet anti-infecticux et 
la valeur curative de 10 sérums différant par leur teneur en 
antitoxine ¢ ou par leur titre anti-c, dans le but de les comparer 
au sérum éprouvé en clinique par Weinberg et Seguin et de déter- 
miner aussi a quel degré l’antitoxine a renforce l’efficacité des 
sérums anti-zétatoxiques. Au cours de cette étude nous n’avons 
malheureusement pas eu la possibilité d’examiner toutes les 
variétés de sérums qu’il aurait été intéressant d’envisager. Tous 
ceux que nous avons employés provenaient de chevaux immunisés 


(13) P. Weinserc, J. Davesne et A.-R. Prévor, ces Annales, 1932, 


49, 251. 4 
(14) J. Irsen, Bull. Org. Hyg. S. D.N., 1939, 8, 917. 
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par des injections de toxine perfringens centrifugée et formolée 
(anatoxine perfringens) : Vanatoxine a été préparée, ainsi que 
nous l’avons déja dit (15), avec des toxines complexes dans le 
but d’obtenir des sérums a propriétés multiples susceptibles par 
la-méme d’entraver les divers effets (hémolytiques, nécrosants et 
neurotoxiques) du B. perfringens ; nous avons briévement indiqué 
par ailleurs les doses d’anatoxine injectées aux chevaux et le 
rythme des injections (16) ; ajoutons que d’aprés nos observations 
in vitro, les immunsérums notés dans le tableau I agglutinent rapi- 
dement les suspensions de B. perfringens dans l'eau physio- 
logique. 

Pour déterminer l’activité antitoxique apparente et le titre 
anti-¢ de ces divers sérums anti-perfringens par le procédé des 
injections intraveineuses aux souris de 17 4 20 g., nous avons 
respectivement utilisé la toxine E31 préparée avec Ja souche 
Lechien et la toxine ES 1 élaborée par la souche SS 3 dans les 
deux cas nous avons pris comme dose d’épreuve de toxine le poids 
de toxine qui est neutralisé par 1/20 de centimétre cube de sérum 
étalon international, c’est-a-dire par une unité internationale 
d’antitoxine. Cette unité neutralise 1,8 mg. de la toxine E 31 et 
2,8 mg. de la toxine ES 1 & facteur$ prédominant ; d’aprés les 
titrages sur souris (veines), la dose minima mortelle de ces toxines 
est respectivement égale a 0,06 et 0,07 mg. 

La détermination de l’effet anti-infectieux et de la valeur curative 
des mémes sérums a été effectuée sur cobayes de 290 A 350 g. 
Dans cette note nous rapporterons seulement les observations que 
nous avons faites en comparant les propriétés anti-infectieuses de 
10 sérums. L’activité anti-infectieuse de chacun d’eux est évaluée 
en ajoutant a une quantité déterminée d’une culture de dix-huit 
heures de B. perfringens, souche Lechien ou SS, des valeurs 
décroissantes du sérum a titrer. Les mélanges de culture et de 
sérum, amenés au volume de 1 c. c. par addition d’eau physio- 
logique, sont laissés en contact pendant quarante-cing minutes a 
la température de 37° puis injectés a des cobayes dans les muscles 
intacts de la cuisse. Les cultures des 2 souches étudiées déter- 
minent a coup sir des lésions typiques et la mort des cobayes 
lorsqu’elles sont introduites dans les muscles sains de la cuisse. 
Mais, étant donné que la virulence des cultures de B. perfringens 
obtenues a des dates différentes peuvent présenter des fluctuations, 
bien que les cultures soient préparées dans les mémes conditions, 
tous nos titrages n’ont pas été faits vis-A-vis d’un méme nombre 
de doses mortelles de culture. Dans les expériences réalisées avec 
la souche SS, le titrage a été effectué une fois vis-a-vis de 2 D.M. 


(16) M. Guitiaumin, ces Annales, 1941, 66, 330 et 331, renvoi 2. 
(16) M. Guitraumie, ces Annales, 1941, 66, 225 et 226, renvoi 47 ; 
C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 73. 
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de culture, deux fois vis-a-vis de 4 et une fois avec 1 D.M. 1/2; 
la dose d’épreuve de culture était de 0,05 c. c. dans les trois pre- 
miers titrages et de 0,015 c. c. dans le quatriéme. Dans les deux 
- expériences faites avec la souche Lechien, nous avons employé 
comme dose d’épreuve de culture 0,15 c. c.; cette quantité de 
culture représentait 3 D.M. pour le cobaye. Au cours de ces expé- 
riences successives nous avons réservé une dizaine de centimetres 
cubes de chacune des cultures pour déterminer aprés centrifuga- 
tion leur nocivité pour la souris et leur activité hémolytique vis- 
a-vis de 0,1 c. ¢. d’une suspension a 5 p. 100 d’hématies lavées 
de mouton. Les résultats de ces dosages figurent dans le tableau II. 


TasBLeau II. — Pouvoir pathogéne pour le cobaye de différentes cul- 
tures de @. perfringens. Toxicité pour la souris et activité hémo- 
lytique des cultures centrifugées. 


4 ACTIVITE 
TOXICITE , 
VOLUME DE CULTURE de la culture | bémolytique 
CULTURE centrifugée Aarey en 
injecté & chaque cobaye Nombre HE eS, 
EXPERIENCE de de D.M. de D. H. 
pate ve (nombre de D.M. par tentimabize par ce nim Aira 
contenues dang ce volume) (titrages (hémati a 
sur souris) de mouton) 
SL aes ss 0,05 c.c. 2 D.M.). 40 a 50 4.000 
iets ss 0,05 c.c. 4&4 D.M.). 50 2.500 
asic ss 0,05 c.c. 4 D.M.). 50 6.600 
twee ss 0,043 c.c. (4 D.M. 4/2). 50 & 60 4.000 
Re ome oe Lechien. |0,15 c.c. (3 D.M.). 45 a 20 5.000 
(mde o- emcrea 0,45 c.¢., (3 DEM). 4.000 


Aucune lésion macroscopique n’apparait chez Jes animaux qui 
regoivent en injection intramusculaire la culture additionnée de 
fortes doses de sérum ; les mélanges de culture et de faibles quan- 
tités de sérum provoquent un léger wdéme au lieu d’inoculation. 
En général cet cedéme se résorbe progressivement pendant les 
jours qui suivent l’injection ; quelquefois une perforation se pro- 
duit qui se cicatrise par la suite. La culture traitée par des doses 
trop faibles de sérum détermine les symptomes classiques de la 
gangréne déclenchée par les souches toxinogénes de B. perfrin- 
gens : crépitation gazeuse, myolyse des muscles inoculés, altéra- 
tion des muscles abdominaux, cedéme gélatineux rosé partant de 
la face interne de la cuisse infectée et envahissant le tissu cellu- 
laire sous-cutané le long de l’abdomen et du thorax ; les animaux 
succombent en trente a soixante heures. Les témoins qui regoivent 
la méme quantité de culture mais pas de sérum meurent généra- 
lement en moins de dix-huit heures, quelquefois en vingt et vingt- 


Annales de Vinstitut Pasteur, t. 70, ne* 11-12, 1944, 22 
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quatre heures. En notant seize et vingt jours aprés l’inoculation 
le nombre d’animaux restant en bon état, nous avons fait les 
observations suivantes au cours de 6 expériences réalisées sur 
638 cobayes (17) : 

a) Les sérums contenant 15 a 20 ou 20 unités anti-% et 500 a 
800 unités anti-a neutralisent a la dose de 1/100 de centimétre cube 
2 D.M. de culture et méme 3 et 4 D.M. : tous les cobayes ayant 
regu ces quantités de culture additionnées de la dose de sérum 
indiquée survivent. Aux doses de 1/200 et 1/400 de centimétre 
cube, ces immunsérums protégent au moins la moitié des cobayes 
contre 2 a 4 D.M. de culture. Ils apparaissent donc aussi actifs, 
sinon plus, que le sérum ayant permis 4 Weinberg et Seguin 
d’obtenir de bons résultats en clinique. Nous en avons litré 
de beaucoup plus efficaces encore : ceux qui renfermaient 
30-40 unités anti-$ et 600 a 750 unités anti-a protégeaient a la 
dose de 1/200 de centimétre cube tous les cobayes contre les 
quantités de culture précédemment indiquées et la majorité des 
cobayes aux doses de 1/400, 1/600 et 1/800 de centimétre cube. 
Un sérum titrant 150 unités anti-t et 2.100 unités anti-a a protégé 
tous les cobayes aux doses de 1/1.000, 1/1.500 et 1/2.000 de centi- 
métre cube contre 8 D.M. de culture (souche Lechien), et le méme 
sérum contenant 150 unités anti-% et 4.000 unités anti-o a inhibé 
4 D.M. de culture perfringens (souche SS) aux doses de 1/2.000 
et 1/2.500. Ces deux derniers sérums, trés riches en anti- 
toxines ¢ et a, possédent done des propriétés anti-infectieuses 
intenses. 5 

b) En utilisant des sérums ayant sensiblement le méme titre 
anti-€, 30 a 40 u. i., et des titres anti-c compris entre 600 et 
1.200 u. i., nous n’avons pas observé d’une maniéré constante 
que le plus riche en anti-hémolysine avait une efficacité plus 
marquée que le moins anti-hémolytique ; en effet, dans une expé- 
rience réalisée avec 1 D.M. 1/2 de culture perfringens, souche SS, 
le sérum 415 contenant 1.200 u. i. anti-a s’est montré légérement 
plus actif que le sérum 211 (dont le titre anti-o est de 750 u. i.) ; 
mais son activité n’a pas été supérieure a celle du sérum 45.039 
qui titre seulement 600 unités anti-c ; dans un essai réalisé vis- 
a-vis de 8 D.M. de culture perfringens, souche Lechien, le 
sérum 415 n’a pas été plus actif que le sérum 211 (expérience VI). 
De ces résultats, il ressort que des quantités d’anti-hémolysine 
supérieures & 600 u. i. dans des sérums contenant déja 30 A 
40 unités anti-t n’.ugmentent pas la valeur du sérum d’une maniére 
significative. 


(17) L’ensemble des titrages nous a montré fréquemment que la 
détermination sur cobayes de l’activité anti-infectieuse des sérums est 
réalisée ayec moins de précision que lévaluation du titre anti-t des 
mémes sérums par la méthode des injections intrayeineuses A la souris. 
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c) En comperant les sérums précédents & des sérums contenant 
60 a 80 unités anti-{ et seulement 20 a 100 unités anti-a, nous avons 
-noté des résultats irréguliers : dans 3 expériences le sérum 135 
a peine anti-hémolytique a été aussi actif que les sérums 211 et 415 
riches en anti-hémolysine (expérience IV vis-a-vis de 1 D.M. 1/2 
de culture SS et expériences V et VI vis-a-vis de 3 D.M. de culture 
Lechien) ; dans 2 expériences il a été moins actif que ces deux 
sérums (expériences II et III vis-a-vis de 4 D.M. de cultures pré- 
parées avec la souche SS). 

Voici quelques exemples : dans l’expérience VI, les 4 cobayes 
ayant recu 3 D.M. de culture Lechien + 1/400 de centimétre cube 
de sérum 135 ou de sérum 211 survivent; le sérum peu anti- 
hémolytique 37 se montre presque aussi efficace. Dans l’expé- 

rience IV les sérums 135 et 37 manifestent la méme activité que 
le sérum 45.039 (d’aprés le tableau I, le sérum 45.039 titre 
600 unités anti-o et 40 unités anti-t; le sérum 37 : 50 A 100 unités 
anti-a et 80 unités anti-%). Mais dans les expériences II et III, 
réalisées vis-a-vis de 4 D.M. de culture SS, le sérum 135 aux 
doses de 1/400 et 1/800 de centimétre cube protége seulement 
1 cobaye sur 7 alors que le sérum 415 en protége 4 sur 7 a la 
dose de 1/400 et 5 sur 7 a la dose de 1/800; dans le tableau III 


Tasieau Ill. — Sérum anti-perfringens. Pouvoir anti-infectieux 
vis-a-vis de 4 doses mortelles de 8. perfringens (souche SS). 


VOLUME DE SERUM INJECTE A CHAQUE COBAYE 


RUNS (en centimétre cube) 
anti- l 

1/400 1/200 1/400 4/600 1/806 | 1/1.100 | 1/1.200 | 4/1.500 ; 1/2.080 1/2.500 
fringens ; | 


Nombre de survivants 


fe 4 sur 4/6 sur 7|6 sur 7/0 sur 4|0 sur 4 

ois 3 sur 3/2 sur 3/4 sur 7/4 sur 7/5 sur 7/2 pur 4/4 sur 4 

= .{2 sur 3/2 sur 3}4 sur 7/2 sur 7\4 sur 7 

a 2 sur 3/3 sur 3/5 sur 7/3 sur 4/6 sur 7|4 sur 7} 3 sur 4 


nous indiquons ces résultats et quelques autres observés au cours 
de cette expérience. Rappelons que le sérum 135 contient plus 
d’antitoxines ¢ et %, mais moins d’antitoxine « que le sérum 416, 
de sorte que la faible activité que ce sérum peu anti-hémolytique 
manifeste au cours de ces deux expériences peut étre rapportée 
a la déficience en anti-hémolysine. 

Des résultats obtenus au cours des expériences effectuées en 

_ présence de 1 4 3 D.M. de culture de B. perfringens et de sérum 
contenant soit 60 a 80 unités anti4 et 20 a 100 unités anti-a, soit 
80-40 unités anti-¢ et 600 unités anti-c, nous déduisons. que l’anti- 


Se eps eS ea 


~~ ance Sore 


‘hémolysine perfringens des sérums titrant plus” de 60 unités” 
anti-t joue un réle effacé dans les conditions expérimentales que 

nous avons indiquées ; mais des titrages réalisés vis-a-vis d’une - 
dose d’épreuve plus grande de culture, et au cours desquels les — 


Fi 


sérums renfermant moins de 100 unités d’antitoxine a se sont | 


montrés moins efficaces que les sérums possédant 600 unités de — 
cette antitoxine, nous conclurons qu’il est nécessaire d’utiliser — 
dans les cas graves des sérums anti-perfringens contenant plus — 
de 100 unités anti-a a cdté des antitoxines ¢ et » en quantité suffi- 
sante. P i ea eee 


NOUVELLE REACTION DE FLOCULATION 
DE LA LEPRE (1) 


par V. CHORINE. 


7° Résultats pratiques de la réaction. 


_ Dans ce chapitre, nous allons donner les résultats de nos essais 
faits & l'Institut Central de la Lépre de l’A. O. F., & Bamako. 
A ce moment, nous avons travaillé avec une seule dose de sérum 


de 0,5 c.c. additionnée de 0,5 c.c. de suspension d’antigéne. 


A. — Sérums des lépreux. 


NUMEROS 


4... .|Fa... Coul... Lépre lépromateuse, 
peu éyolutive. 

2.. ./Oua... Cis... Forme lépromateuse, 
malade couvert de lépromes. 

3 .. ./Z... Diar... Forme lépromateuse peu 
active. 

4 ,., .|Am... Dia... Lépre tuberculoide peu 
active. 

% , ..|Mam... Troa... Lépre lépromateuse 
peu active. 

6... .|Bal... Cis... Lépre lépromateuse flo- 


ride, lépromes sur la figure et le 
cou. 

7... .|Den... Diar... Lépre lépromateuse 
peu active. 

8 . . .|Kan... Troa... Lépre au début, quel- 
ques macules figure et bras. 

9 , . .|Dem... Doum... Lépre lépromateuse, 
floride, lépromes 4 la figure et au 


c ° 

40 .. ./Z... Coul... Lépre lépromateuse peu 

active. 

41. . .|Lu... Bag... Lépre lépromateuse peu 
active, améliorée, malade couverte 
de cicatrices (traitement). 

42... ./Kom.. Kei... Lépre cutanée peu 
active. 

43... .|Y... Sam... Lépre lépromateuse assez 
active, figure trés touchée. 

44. . |Mous... Doum... Lépre tuberculoide 

peu active. 


(14) Voir ces Annales, 1944, 70, 257. 
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TUBE 
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457 
154 
155 
155 
155 
156 


156 
459 
158 


160 
155 


459 
156 
455 


DIFFERENCE 


38 . 


39. 
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. . .{Ter... Cam... Lépre nerveuse. 
._, .)|Mak... Doum.. Lépre tuberculoide 


peu active. 


. .|Mam... Demb... Lépre tuberculoide 


peu active. 


,|Ham... Sov... Lépre tuberculoide peu 


active. 


.|Keb... Doum... Lépre tuberculoide 


assez active. 


.|Bak... Coul... Lépre tuberculoide en 


activité. 


. .|Mous... Soum,.. Lépre tuberculoide 


peu active. 


.|Boud... Dial... Lépre lépromateuse 


en évolution, lésions surtout sur 
la figure. 


. .|Geor... Dial... Lépre lépromateuse 


active, lépromes surtout sur la 
figure. 


.{Tiec.... Diar... Lépre Iépromateuse 


peu active. 


.|Mam... Demb... Lépre lépromateuse 


pas trés active. 


.|Koud... Soum... Infiltration du front, 


du menton et des lévres. 


.|Bint... Troar... Macules sur la figure, 


rien sur le corps. 


.|Hao. . Cam... Peu de chose, quelques 


macules & peine visibles sur la 
figure, rien sur le corps. 


.|N’Touk... Diar... Forme léproma- 


teuse peu active. 


.|Mak... Sam... Lépre tuberculoide, 


quelques taches hypochromiques 
non infiltrées sur le corps. 


.|Bank... Kon... Vieux lépreux cutané. 
. .|Lal... Doumb.. Nez camus, figure 


infiltrée, taches hypochromiques 
sur le corps, état depuis long- 
temps stationnaire. 


-|Bob... Keit... Vieux lépreux lépro- 


mateux. 


.|Des... Diar... Lépreux avancé, forme 


cutanée, gomme du nez. 


.|Set... Troar.., Vieille lépromateuse, 


la maladie parait peu active. 


-|Soul... Troar... Vieux lépromateux 


trés atteint, peau infiltrée sur une 
grande surface. 


.|Fous... Troar... Peu atteint, bon état 


général. Quelques macules, dont 
certaines infiltrées, sur lo corps et 
les bras. 


-|Lais... Som... Vieux léprometeux, 


gomme du nez, peau infiltrée sur 
une grande surface. 


-|Neg... Troar... Peu atteint, quelques 


macules hypochromiques peu nom- 
breuses sur le corps. 
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483 
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246 


242 


240 
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153 
153 


457 
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272 
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59 


$2 


49 
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NUMEROS 


40. 


clare 


tes 


Gees 
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.|Mak.... Bay... Vieux lépromateux, 


gomme du nez, infiltration diffuse, 
mutilations des doigts et des orteils. 

Had... Diab... Forme nodulaire, petits 
nodules trés nombreux sur le dos 
et sur le corps. 


./Sit... Boumb.. Taches hypochro- 


miques sur le corps, figure légé- 
rement boursouflée avec quelques 
nodules. 


. . .{Lod... Troar... Figure boursouflée 


trés légérement, quelques macules 
trés peu marquées sur le corps. 

Gab... san... Taches hypochromiques 
sur le corps, figure un peu bour- 
souflée. 


. ./Ous... Guind... Vieux lépromateux. 
.|Tied:.. Som... Quelques macules sur 


le corps, non infiltrées pour la 
plupart, figure boursouflée. 


.|Bal... Keit... Figure infiltrée, rien 


sur le corps. 


.|Bac... Troar... Vieux lépromateux, 


lépre floride, lésions surtout sur 
le thorax et la figure. 


.|Diom... Koul... Macules achromiques 


sur le corps, figure légérement 
infiltrée, maladie peu active. 


.|Fat... Sak... Vieille lépromateuse 


assez floride. 


.|Dior... Doumb... Lépre nerveuse, 


atrophies musculaires importantes 
et généralisées. 


. ,|Kab.. Cam... Lépre tuberculoide peu 


active, taches hypochromiques sur 
le corps. 


. .|Pa... Traor... Lépre lépromateuse, 


nombreux nodules sur le corps, 
début de kératite. 


. .{Bir... Dram... Quelques teches infil- 


trées sur Je corps et eur la figure. 


. .|/Dao... Diak... Macules hypochro- 


miques sur le corps. Figure bour- 
souflée. 


. .|Sir... Diab... Vieux lépreux. Mutila- 


tions des mains, atrophiee muscu- 
laires. 

An... Diav... Presque rien, quelques 
macules & peine visibles (tubercu- 
loide). 

Nak... Keit... Taches & peine hypo- 
chromiques sur la figure, rien sur 
le corps. 

K... Keit... Taches vitiligineuses sur 
tout le corps. 

Dam... Sak... Figure légérement 
boursouflée, quelques macules & 
peine visibles sur le corps. ° 


TUBE 
de 
réaction 


TUBE 
témoin 


DIFFERENCE 


qcomees | eos | eeteeeecemetes 


474 


197 


197 


210 


202 
290 


457 


156 


460 


344 
31 


37 


24 


49 
54 
33 


48 
436 


GU. 
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.|Kour... Doum 
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. .{|Sek... Tour... Peu de chose, quel- 


uss taches hypochromiques sur la 
gure. 


.|Anz... Baht... Vieux lépromateux 


assez atteint. 


.|Sit... Traor... Quelques macules a 


eine visibles sur les bras. Trés 
on état général. 


.|Ang... Zay... Fille d’un lépreux, 


habite avec son pére malade. Pas 
de signes pppaccess de la lépre. 

... N’a pas de signes 
apparents de la lépre, les taches 
sont disparues. 


.|Gag... Niamb... Trés peu malade, 


as de taches, figure légerement 
oursouflée. 


.|Tié... Kan... Peau infiltrée, figure 


boursouflée, malade assez atteint. 


. .|Sid... Maig... Figure fortement bour- 


souflée, gomme du nez, quelques 
macules sur le corps. 


.|Mam’... Tora... Réaction lépreuse. 
.|Ko... Coul... Cachexie terminale chez 


un vieux lépreux, le malade est 
mourant. 


.|Bab... Cal... Réaction lépreuse. 
.|Man .. Kont... Presque rien, quelques 


macules a peine visibles. 


.|Ray... Keit... Petits nodules sur la 


figure, taches infiltrées sur le corps. 


. -|Dah... Can... Vieux lépreux, parait 


non évolutif, griffes cubitales des 
deux mains, gomme du nez. 


-|Band... Co... Vieux lépreux trés 


atteint, nodules sur la figure et 
nombreuses plaques infiltrées sur 
le corps. 


.|Kour... Diab... Quelques taches légé- 


rement achromiques sur le corps. 


. .|Bok... Dem... Nombreuses taches 


bronzées sur la figure et sur le 
corps. 


-|Mot... Dia... Vieux lépreux, nodules 


sur la face surtout et aux avant- 
bras. 


-|Anast... Bag... Lépromateux, parait 


peu atteint. 


-|Mam... Keit... Vieux lépromateux 


trés atteint. 


. . .|Kan.., Oul... Taches hypochromiques 


sur les bras et sur le dos. Algies 
violentes aux avant-bras, malade 
trés améliorée. 


-|Mam.., Fomb... Vieux lépromateux; 


parait stabilisé 


-|Fai... Troar... Vieux lépromateux, 


pas en activité, parait stabilisé, 
pas de sourcils, figure tuméfiée. 


PASTEUR 


réaction 


487 
183 


TUBE 
témoin 
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DIFFERENCE 
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. .|Paind... Soum... Quelques petits no- 


dules sur le corps, peu atteint. 


. .|Yoy... Komet... Nodules sur les bras 


et sur le corps, figure tuméfiée. 


. .|Mak... Kon... Vieux tuberculoide, 


kératite, mutilations des doigts 
des deux mains, taches hypochro- 
miques sur le corps. 


. .{Doumb... Bath... Gomme du _ nez, 


taches circinées, quelques-unes in- 
filtrées, quelques-unes sur le corps. 


. .|Koun... Touc... Vieille lépreuse, peau 


infiltrée aux bras et a la figure, 
oii hypochromiques sur le 
os. 

.|Fant... Couverte de taches hypochro- 
miques. 


. .|Mar... Diak... Vieux lépreux, figure 


trés atteinte, infiltrée et couverte 
de nodules, pas de sourcils, no- 
dules sur la peau du dos. 

Lépre tuberculoide, nom- 
breuses et larges taches sur le 
corps. 


. .|Jean...Dar... Taches hypochromiques 


sur la figure, malade assez atteinte. 


. .{/Samb... Cam... Figure infiltrée, ta- 


ches hypochromiques sur la figure, 
malade assez atteint. 


. ./Ten... Diar... Peu atteint, lépre ner- 


veuse, griffe cubitale, rien sur la 
peau. 


. .{Oua... Sab... Figure infiltrée, taches 


hypochromiques sur le corps, pas 
de sourcils, ni de cils. 

Keit... Larges taches hypo- 
chromiques sur le dos, les cuisses, 
la figure (Tuberculoide). 


. .{|Phyl... Keit... Larges taches hypo- 


chromiques & peine visibles sur le 
cou et sur la figure. 
.|Mar...Sam... Taches hypochromiques 
‘ sur le corps et sur la figure. 
Dia... Vieux lépromateux 
avancé, noduJes sur la figure et 
sur le corps. 
Sol... Cam... Vieux nerveux, mutila- 
tions des doigts des deux mains, 
mal perforant plantaire. 


. .|Djib... Sam... Quinze ans, lépreux 


avancé trés atteint (lépromateux),. 


. .|Diam... Troar. . Quelques petites ta- 


ches hypochromiques sur la figure, 
trés bon état général. 


. .{Mon... Diak... Lépre tuberculoide au 


début, non traitée, quelques ta- 
ches, 5 ou 6, larges comme une 
iéce de 2 francs sur les bras et 
es cuisses. 


TUBE 


de 
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323 
190 
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158 
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457 
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160 
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25 
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33 


92 


25 


28 


94 


25 
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346 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


TUBE 


: DIFFERENCE 
NUMEROS |: f > 
réaction témoin 


404 . . .|Kot... Bag... Pas de signes apparents| 489 460 29 
de la lépre. 
405 . . .|Mous... Diak... Lépre nerveuse, pas 487 457 30 


de taches sur le corps, mutilations 
des doigts et des orteils. 
406. . .|Baka... Gru... Lépre nerveuse, né- 485 454 34 
crose des orteils, mutilations des 
doigts, pas de taches sur le corps 
et bon état général. 
407 . . .|Moun... Simb... Lépre lépromateuse| 335 43 322 
avancée, la peau est infiltrée sur 
tout le corps. 
408 . . .|/Bam... Nima... Lépre tuberculoide, 460 454 309 
parait assez active, mutilations des 
doigts et des orteils. 


409. . ./Oum... Sil... Forme cutanée, parait 364 154 210 
peu active, gomme du nez. 

410 . . .|Mam... Soumb... Vieux nerveux, mu- 220 157 63 
tilations graves des doigts et des 
orteils. 

444... .|/Mar.., Des... Nodules suppuré au genou. 230 456 74 

412... .|Sag... Dji... Vieux lépreux, figure trés 196 154 42 
touchée, peu de chose sur le corps. 

413... .|Kand... Bat... Vieux lépreux tuber- 224 457 67 


culoide, figure assez atteinte, nom- 

breuses taches hypochromiques. 

4144 .. .|Fant.. Diak... Taches hypochro- 218 457 64 
miques sur le corps, légéres griffes 

cubitales. 

415 \ . .|Mous... Diov... Nombreuses taches 492 454 38 
hypochromiques sur le corps. 

416... .|/Bak.. Sak... Peu atteint, quelques] 229 452 17 
taches hypochromiques a peine 

visibles. 

447. . .|Lam... Kon... Vieille. tuberculoide; 189 452 37 
lépre parait assez active, taches 

classiques avec bordures surélevées. 


448 . . ./Youg... Niam... Enfant de dix a| 190 453 37 
douze ans trég peu atteint. 
419 . . .|Hay... Cam... Lépre nerveuse, muti- 206 453 53 


lations graves des deux mains, 
presque rien sur le corps. 

420. . .|Kar... Cam... Peau infillrée presque| 208 154 4 
sur tout le corps, figure bour- 
souflée. 

421... ./Bas... Diak... Assez nombreuses ta- 495 453 42 
ches hypochromiques sur le corps. 

122... ,|Fat... Troar... Vieille lépreuse avancée, 349 456 493 
la peau est trés infiltrée. 

123. , .|Diod... Kant... Vieille tuberculoide| 442 457 255 
avancée. 

424 . . .|Dot... Diar... Taches hypochromi-| 187 454 33 
ques, mutilations des doigts. 

425. . .|Tor... Diar... Vieux 1épromateux. 244 453 58 

126. . .|/Brah... Coul... Lépro nerveuse, atro-| 227 453 74 
phios musculaires importantes et 
généralisées. 

427. . .|Brah... Diar... Figure assez atteinte, 485 453 32 


sur le corps il reste peu de chose. 


130. 


-|Mam... Kab... Figure trés infiltrée, 


taches hypochromiques, dont quel- 
ques-unes infiltrées. 


.|DBiam... Dos... Figure légérement in- 


filtrée, mutilations des doigts, ta- 
ches achromiques et infiltrées sur 
le corps. 


-|Mat... Dio .. Lépre nerveuse, figure 


légérement infiltrée, mutilations 
des doigts, taches achromiques et 
infiltrées sur le corps. 


.|Kal... Dial. . Quelques taches achro- 


miques sur le corps. 


- » -{Sib... Troar... Vieux lépromateux. 
- « -|Mous... Cis...-Trés peu atteint 
. -|Mam... Krit... 2 a 3 petites taches 


sur Ja figure, non infiltrées, a peine 
visibles. 


-|Bay.. Sil... Quelques taches & peine 


visibles sur la figure. 


. -|Mod... Sang... Mutilations des doigts, 


taches achromiques sur le corps. 


-|Maus.. Troar .. Figure infiltrée, trés 


peu de chose sur le corps. 


-|Kon.., Bag... Taches hypochromiques 


et infiltrées sur le corps. 


-|Koun... Cam .. Vieille lépreuse, cou- 


verte de taches hypochromiques, 
figure infiltrée, gomme du nez 


-|Bol... Diak... Lépre nerveuse secon- 


daire, mutilations des doigts, peu 
ou presque pas de manifestations 
cutanées. 


-|Mous... Doumb... Trés peu atteint, 


on ne voit pas de signes apparents 
de la lépre. 


-|Diar... Doumb... Peu atteint. 


. -|Dah... Cam... Vieux nerveux, gomme 


du nez, mutilations des doigts et 
des orteils; taches hypochromiques. 


. .|Sek... Cam... Vieux lépreux, légéres 


mutilations, atrophies musculaires 
importantes des membres et du 
corps. 


. -|Dang... Coul... Figure trés infiltrée, 


taches hypochromiques sur le corps. 


-|Fant... Sil... Bon état général, quel- 


ques taches hypochromiques dis- 
crétes sur l’avant-bras. 


-|Sob... Diak... Nombreuses taches 


assez larges ot hypochromiques 
sur le corps. 


.|Benk... Sang... Vieux lépreux, peau 


infiltrée sur le dos et sur la poi- 
trine, figure infiltrée. 


.|Soumb... Diak... Taches hypochro- 


migues aux evant-bras, malade 
peu attoint. 


.|Mag... Gand... Vieille 1épreuse tuber- 


‘euloide; relativement peu atteinte, 


DE LA LEPRE 


TUBE 
de 
Péaction 


493 


184 


487 


193 


487 
195 
188 


187 
494 
203 
220 
224 


208 


492 


493 
489 


185 


186 


200 


493 


192 


484 


495 


TUBE 
témoia 


454 


156 


160 


156 


347 


DIFFERENCE 


39 


28 


32 


348 


NUMEROS 


454 


161.3 


162 . 


163. 


4165. 


166. 


A67 . 


ANNALES DE L’INSTITUT 


.|Ibr... Dieb... Trés nombreuses ma- 


cules hypochromiques non infil- 
trées sur le corps, malade relati- 
vement peu touché. 


-|Mam... Cam... Griffes cubitales, ta- 


ches peu nombreuses sur le corps, 
malade peu atteint. 


. .|Far... Doumb... Vieille tuberculoide, 


taches, mutilations des doigts. 


.|Bint... Troar... Taches infiltrées sur 


la figure au niveau des tatouages, 
pas de lésions sur le corps; nou- 
velle malade non traitée. 


-}Ouar... Doumb... Lépromateux, no- 


dules relativement peu nombreux. 


- .|Fat... Keit... Lépre tuberculoide au 


début, enfant de dix & douze ans, 
non traité. 


. -|Sit.. Keit... Plus rien d’apparent, en- 


fant de huit ans (tuberculoide). 


. .|Nam... Keit... Lépre tuberculoide au 


début; non traité. 


.|Mod... Gam... Trés peu atteint, une 


petite tache au niveau del’aisselle gauche. 


. .|Mr... Sis... Griffes cubitales des deux 


mains, mutilations des orteils, 
taches tuberculoides sur le corps, 
dont un certain nombre sont en 
voie de disparition. 


.|Diad... Toug... Taches hypochromiques dis- 


crétes peu visibles sur le corps, 
rien sur la figure, atrophie des 
interosseux. 


.|Mous... Sang... Lépre nerveuse, mu- 


tilations trés importantes des deux 
mains et des orteils, atrophies mus- 
culaires généralisées, pas de ta- 
ches sur le corps et la figure. 


. .|Magl... Kont... Quelques taches hypo- 


chromiques non infiltrées sur le 
corps, sur les cuisses en particu- 
lier, ainsi que sur la figure et aux 
épaules. Atrophies des interosseux. 


.|Mam... Kir... Lépre tuberculoide, 


larges taches au dos, aux fesses, 
aux cuisses, mutilations des doigts, 
mal perforant. 


.|Bour.. Onat.. Trés peu atteint, ta- 


ches non en activité sur la face 
interne des deux cuisses, deux 
petites taches sur la poitrine, une 
autre au dos. 


.|Niam... Kan. . Vieille tuberculoide, 


nombreuses taches sur Ie corps, 
dont certaines paraissent en acti- 
vité, peu de mutilations. 


. .|Bag... Doumb... Lépre tuberculoide 


stabilisée, les taches sont affais- 
sées, mutilations légéres des petits 
doigts des deux mains. 
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TUBE 
: TUBE e 
NUMEROS Me témoin | DIFFERENCE 
168 . . .|Dj... Diar... N’a plus de signes appa-| 195 159 36 
rents de la lépre. 
169 . . .|Mous... Doumb... Taches achromiques} 259 160 99 


non infiltrées sur le corps, muti- 
lations des doigts de la main droite, 
figure légérement boursouflée. 
ATO Sere os Saus... Coul... Taches achromiques| 193 4161}: 32 
non infiltrées sur la figure et le 
corps, peu atteint. 
471. . .|Na... Sak... Enfant de quatre ans, 492 452 40 
’ lépre tuberculoide au début, une 
petite tache aux fesses, l’autre a 
Tayant-bras droit, ces taches sont 
larges comme une piéce de 50 cen- 


times. 

472 . . .|Niag... Troar... Vieille tuberculoide; 498 457 4) 
plus de doigts, taches sur le corps. 

1473. _ .|Brah... Gnind... Vieux lépreux, cou- 202 459 43 


vert de taches achromiyues. Figure 
trés infiltrée. 
474 .. .|/Nam.,. Coul... Enfant de dix ans, 2412 164 48 
quelques taches trés discrétes sur 
la figure, rien sur le corps. 


475 . . .|Pe... Coul... Malade amélioré, il reste 223 460 63 
peu de chose. 

476. . .|Seg... Sis... Malade trés ameélioré. 489 158 31 
Les taches sont a peine visibles, 

471 . . .|Bint... Traor... Lépre tuberculoide;} 298 459 49 


plusieurs taches sur le corps, dont 
certaines avec une bordure sur- 


élevée. 

478 . . .|Maus... Kant... Taches discrétes 4| 446 165 254 
peine visibles et non achromiques. 

479 . . .|Ibr... Demb... Quelques taches hyper- 184 454 30 
chromiques sur le corps. 

480 . . .|Mam... Diak... Taches hypochromiques non 194 458 36 


infiltrées sur les cuisses et sur la 
figure; rien sur le corps. 


481... .|Hon... Diarc.,. Vieux lépreux, taches 492 456 36 
infiltrées et hypochromiques sur le 
corps. ? 

482 .. .|Je... Bapt... Vieux lépreux, mutila-| 204 458 46 


tions des doigts et des orteils, 
taches hypochromiques sur le corps, 
figure infiltrée. 

483. . .|Kar... Coul... Vieux tuberculoide, 497 459 38 
taches typiques sur le corps, mu- 
tilations des doigts et des orteils. 


484 .. .|Fan... Troar... Vieux lépreux cutané. 210 156 54 
Peau infiltrée sur une grande surface. 

A485... .|/Our... Douc... Taches léyérement achro- 205 456 49 
miques sur la figure, peu atteint. 

486. . .|Min... Doumb... Mutilations des doigts, 200 459 4A 
taches achromiques sur le corps. 

487 . ...|Koumb... Dec... Vieille lépreuse, figure} 220 160 60 
infiltrée, taches achromiques sur 
le corps. 

488 . . .|Soul... Dial... Aveugle kératite, 16-| 196 156 40 


reux avancé, taches infiltrées sur 
a figure et sur tout le corps. 
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.|Mous... Sam... Lépre nerveuse, atro- 
hies musculaires importantes, muti- 
ations des orteils. 

.|Doum... Sak... Taches hypochrio- 
miques sur le corps, atrophies 
musculaires des deux mains, ma- 
ladie peu active. 

.|Fat... Sak... Début de la maladie, 
6 taches infiltrées sur le corps, 
larges comme une piéce de 4 franc, 
non traité. 

.|Far... Doumb.,. Lépre tuberculoide 

en activité avec de nombreuses 

taches surélevées. 

.|Aug... Noir... Lépre nerveuse, griffes 

de tous les doigts, quelques rares 

taches infiltrées sur le corps. 


. .|Moum... Simb... Réaction lépreuse, 


assez forte (température 38°5-4085), 
nodules aux avant-bras et aux 
jambes; douleurs osseuses et ar- 
ticulaires. 

.|Bak... Keit... Réaction lépreuse, grave 
chez un lépreux atteint d'une forme 
tuberculoide majeure. 

; eherrags Bath... Lépromateux éyo- 
utif. 

.|Lay... Bag... Lépre lépromateuse évo- 
lutive. 

.|Oua.., Sar... Peu atteint. 

.|Bint... Dial... Rien sur le corps, fi- 
gure infiltvée, état général moyen. 
.|Mon... Diak... Macules hypochro- 
miques sur le corps, figure légére- 
ment infiltrée, maladie peu active. 


B. — Sérums non lépreux. 


NUMEROS TUBE 


de réaction 
A a eal A eit eee ae aes noe ee 478 
Peete ASS of VW Symes Faye eset Sart 4184 
Daparren « Dake pee en ene hace 184 
UL at. Saves ch s,s DRE TS aa 188 
Sais sak ole ones tt Eee a 188 
GR ee ee ee ee 4182 
Shae A py ER A oY RR 487 
Bag Sune ref Ee ask CR Ce eae Fett} 
Dna RB ee ees Be ns. 487 
4.0. eo beers A ° 484 
At) io Ae Se ee pee 485, 
125,” BAT onc cy RR EE ona ae 487 
43 Pe Rey PR ae Cha R Sh A84 
Vee ERE MRE Ring en ; 482 


TUBE 
témoin 
166 
164 
465 
4165 
458 
459 
162 
167 
464 
160 
457 
4158 
158 
457 


re TUBE 
réaction témoin 
236 464 
190 158 
390 ADT 
215 458° 
212 458 
414 164 
360 166 
253 162 
200 456 
220 163 
193 4156 
197 162 


DIFFERENCE 


32 


233 


oe 
_— 


340 


DIFFERENCE 
42 
20 
16 
23 
30 
23 
25 
28 
26 
24 
28 
29 
26 
25 


AT 5 ote belay ba ~ Kerk 


CULATION DE LA LEPRE = 381 


eae PTUBR TUBE i 
de réaction témoin DIFFERENCE 
487. 457 

188 459 


188 — 167 1 
488 167 24 
186 163 23 cease 
487 163 24 (en 
oF ee 165 tary ert 
os 172 99 er: 
83 164 22 mi 
484 153 28 : 
AST = rears ABs 99 
486 458 : 98 
483 {S4 E59 
pr as 460 hse i, 
480 459 a4 3 
180 ABS 26 
477. ASS 92 
479 454 28 
185 _ 154 Rens 
487 455 32 
484 455 . 96 
43% oi). 459 25 
184 | 66th 18 “ 
482 456 26 
A490 162 28 
486 4157 = 99 
470 156 44 +! he 
485 4157 28 se s. 
188 459 99 * 
182 156 26 
4184 z= ADE, 25 
184 ee SHS BON Fate 588 
484 4153 29 
186 457 Q9 
184 ABT 21 
4183 133 28 
485 156 29 
206 167 ay) 
484 455 26 
482 454 28 
474 158 46 
480 458 rae 
. 184 156 28 
4184 158 . 26 
477 155 22 ; 
411 - 437 20 
472 457 45 
184 156 28 
4169 457 42 
4192 160 peo, 
ppeloddl 458 45 
484 487 24 


1a" VAs 


va NAS ae 
A a a ; ‘ r 
ANNALES DE L'INSTITUT PASTE 
: . TUBR TUBE 
NUMEROS de réaction témoin 

10k fo SY Saree ae au By 156 yl 

Yee eS pot G Re 5 480 464 49 
(ates fe 4. Saami Fe eeaG 457 49 of 

13 Ee ee 484 158 23 

Tine ee EO a fe PRR So 458 24 

1D Sct PRONE Ok aa ee 183 437 26 

16s ahs ee Cate. Sc eee 174 456 ' 48 

1. SNe aa ee ol coe. oe 180 160 20 

719k OR Reo Toke aS 174 458 16 

CA a ee eR ee 5 dees Ree 186 457 29 

1 le eae Mane es Arce. 489 164 28 

Sis gets Wee... a cee 185 458 27 

80 nt ee ee A 484 437 24 

O35 als MSENG os be ce eres 186 460 26 

SS ee a ee 185 457 28 

gh hy eee feos Ee 482 158 24 
ee ns tes oF Meaamint, . 179 459 20 

OTS... Ree eA RA tear ont ee 185 460 Qh 

$8 Pieri Voisin Sa eas 183 155 28 . 
SOM he a ES ee med ees 78 456. + 22 

Ove ee 2h eee ATT 457 20 Nee 
Oboes ce ake PR aoe fee SEE) 459 Dh 

ae A tert Obed a A ae te er 478 453 25 

98.4 Find tomes BARON BN. es 184 156 28 

Cy Sears SANE AL ait ae oe RRO Rt led bf) 460 pate 

ONT yy, ee ee, oe ie ae ABA 462 49 

OB dace em tes , ; Pale ae A80 ABA 26 ) 
OT ian ota ae deesedsil 457 D4 

OS, aah oes kee ect ect es SSG LSS, 158 23 4 
ONS tee pk A Aer a Pe og ES eyed as 157 28 ; 


100 nk. Welt rcenta Ro vettew edt. Rao HES) 153 30 


8° Cetle floculation est indépendante 
des autres réactions sérologiques. 


Notre réaction parait étre indépendante des autres réactions de 
floculation ou de déviation du complément, telles que la réaction 
de Vernes au péréthynol, celle 4 la résorcine, la réaction de Henry 
et la réaction de Bordet-Wassermann. Nous avons pratiqué simulta- 
nement plusieurs de ces réactions sur un méme sérum lépreux ou 
normal et nous donnons ici quelques exemples qui illustrent bien ce 
fait (tableau VIII). 


Discussion des résultats. 


L’absence d'une réacuion sérologique de la lépre géne consi- 
dérablement le travail des médecins. La réaction que nous propo- 
sons pourra-t-elle combler ce vide? Nous ne le ‘saurons qu’en — 
conlinuant l'étude systématique de sa valeur clinique. L’antigéne 


yer aa 
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TaBLeav VIII. 


SL SS 


REACTION REACTION ere REACTION REACTION 
delalépre jau péréthynol heehnne re Ch p a la résorcine de 
q horine Bordet-Wassermann 


es 


Clete ie sant ois 59 20 
C2 ee a Nistase 418 48 
GAs ren: ts lies 10 50 
YAS eiaeie eee 30 45 64 
GLa) By voead AS 42 
DOD ME Vacs 401 44 eee 
56 2) seas 79 35 +44 
Ch Ss te ae 26 15 
AU Oe eahgec 0 30 
Siler) lpelvc 0 39 a 
ESN fected tothe 0 40 
CLES a Seca 28 2 
AIG ne AS Ae 0 0 eu 
PBSC Sse. 0 69 45 ae 
WN on ae ieee 0 67 
Doe abies 20 12 
PALE moc cae is 54 pte 


utilisé est encore peu étudié et nous ne prétendons pas donner 
ici un tableau définitif de cette réaction. 

Il est probable que la floculation avec l’extrait alcoolique des 
tissus formolés est due a un mécanisme voisin de celui qui régit 
la réaction de Rubino. 

Nous avons indiqué en quelques mots l|’état de chaque malade. 
Il est probable que dans la lépre, comme dans la plupart des 
maladies, importance des lésions apparentes ne correspond pas 
toujours a la gravité réelle de la maladie. Les lésions cutanées, 
nerveuses et osseuses, quand elles sont déja installées depuis un 
certain temps, ne nous fournissent que bien peu de renseigne- 
ments sur |’état réel du malade, sur l’atteinte des organes internes 
et sur la rapidité de |’évolution de V’infection, faits pourtant d’une 
importance primordiale pour juger la valeur d’une réaction séro- 
logique. 

Revenons maintenant 4 examen des résultats que nous avons 
obtenus avec les sérums non lépreux et les sérums |épreux. La 
différence est trés nette. 

A partir de quel chiffre doit-on considérer la réaction comme 
positive 2? Pour le moment, cette limite est fixée par nous a 30. 
La raison qui nous a guidé pour adopter ce chiffre est la suivante : 
nous avons vu que la densité optique de |’émulsion utilisée est 
de 30-32. Les résultats qui ne dépassent pas ce chiffre sont done 
dus a la suspension et nullement a opacification du mélange 
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sérum + indicateur. Les chiffres au-dessus de 30 correspondraient 
a la floculation du mélange. Les sérums dont la réaction varie 
de 30 a 35 seront considérés comme douteux. Mais ces chiffres 
peuvent subir encore des modifications ultérieures. 

Parmi les sérums non lépreux, 6 sur 100 ont présenté une flocu- 
lation entre 30-35, et 2 entre 35-40. Ces 2 derniers sérums ont 
été prélevés sur des malades indigénes que malheureusement nous 
n’ayons pu retrouver. | 

Quand on examine les résultats obtenus avec les 200 sérums 
lépreux, on constate que 24 sérums sur 200, soit 10,5 p. 400 ont 
présenté une floculation au-dessous de 30. Dans ce groupe ne sont 
pas comprises : l’observation n° 64; il s’agit ici d’une femme, fille 
d’un lépreux indemne de la lépre et l’observation n° 70 d’un malade 
en cachexie lépreuse, mort trois jours aprés la prise de sang. 


Dans ce groupe rentrent les 41 malades en trés bon état général, | 


tres améliorés par le traitement et aussi 3 vieux lépreux qui 
paraissent ¢étre stabilisés. Parmi les autres, on reléve 4 cas de 
la lépre tuberculoide et 3 cas de Ja lépre lépromateuse. Les flocu- 
lations faibles, de 30 4 35 (87 réactions, soit 18,5 p. 100) ont été 
surlout observées, premiérement chez les malades trés améliorés 
par le traitement, deuxiémement chez quelques vieux lépreux stabi- 
lisés et troisiémement chez quelques malades peu atteints. Les 
réactions trés intenses, au-dessus de 100 (87 réactions, soit 
18,5 p. 100) ont été vues chez les malades en réaction lépreuse, 
chez les vieux lépreux avancés, atteints surtout de la lépre nodu- 
Jaire et chez quelques malades apparemment peu touchés. 

Les nouveaux malades non traités, dont certains avec des lésions 
peu importantes, présentent généralement des réactions positives 
et parfois méme trés fortement positives (voir observations 
n° 154, 156, 158 et 194). Ce fait est tres important pour nous, car 
il nous indique qu’on ne doit pas incriminer le traitement (huile 
de Gorli ou de Chaulmoogra, bleu de méthyléne, etc.) dans le 


cas de modifications pathologiques du sang des lépreux, modifi- - 


cations qui régissent cette floculation. Cette instabilité particuliére 
du sérum parait bien étre due au bacille de Hansen lui-méme. 

La forme de la maladie semble avoir peu d’influence sur la 
réaction. En examinant bien les chiffres on constate que la lépre 
tuberculoide donne d’une fagon générale des réactions d’une 
intensité moindre que les formes lépromateuses, quoique des réac- 
tions trés intenses peuvent se rencontrer dans toutes les formes 
de la maladie. Nous avons eu |’impression qu’é quelques excep- 
tions prés l’intensité de la réaction correspond a la gravité de 
l’évolution de la maladie. Mais nous ne pouvons cependant pas 
tirer des conclusions définitives : seules les recherches ultéricures 
pourrront nous éclairer a ce sujet. 

Le fait qu’un certain nombre de lépreux donnent des flocula- 
tions trés faibles nous parait normal pour deux raisons : 1° un 
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seul examen sérologique ne permet pas, dans tous les cas, 
daffirmer Vabsence de la maladie chez un sujet cliniquement 
suspect (syphilis, paludisme, etc.) ; 2° dans les maladies chro- 
niques les réactions sérologiques s’éteignent assez fréquemment 
Sans que le sujet soit guéri. L’exemple de la syphilis nous en 
fournit des preuves trés démonstratives ; personne ne s’étonne, 
par exemple, que les réactions sérologiques de la syphilis soient 
fréquemment négalives chez des paralytiques généraux ou des 
tabétiques. D’aprés ces exemples on peut penser que le désé- 
quilibre sérique indique une certaine activité dans l’évolution de 
la maladie. Quand le processus s’arréte ou méme se localise, le 
sérum peut revenir peu a peu a l'état normal. Dans la lepre, 
maladie chronique par excellence, qui évolue le plus souvent beau- 
coup plus lentement que la syphilis, les réactions sérologiques 
doivent présenter quelques particularités faciles a prévoir. Etant 
donné l’évolution de la lépre par paliers, on doit constater l’affai- 
blissement de l’intensité du déséquilibre sérique en période de 
latence et une exacerbation en période d’évolution rapide de la 
maladie. Ce fait doit s’observer avec beaucoup plus de fréquence 
et de netteté dans la lépre que dans la syphilis. 

Pour le contréle du traitement, l’intensité d’une réaction séro 
logique peut présenter un intérét considérable. Les proportions 
de sérum et de l’antigéne que nous avons utilisés 4 Bamako en 
parties égales ne donnent pas une réponse suffisamment sensible. 
Il] serait préférable d’utiliser pour le contréle du traitement et 
pour le pronostic de la maladie la réaction avec les trois quantités 
différentes de sérum, comme nous l’avons proposé plus haut. 
Tandis qu’au point de vue diagnostic les réactions faites avec les 
doses plus fortes de sérum présentent plus de streté, les chiffres 
plus élevés qu’on obtient dans la réaction avec de plus faibles 
quantités de sérum sont susceptibles de varier plus fortement et 
présenteraient de ce fait plus de facilité pour juger rapidement 
de l’efficacité du traitement. 


Conclusions. 


1° L’extrait alcoolique du sang formolé flocule d’une fagon 
élective en présence de sérum lépreux. 

2° T] existe deux zones distinctes de floculation. Une, beaucoup 
plus spécifique, avec les doses importantes de sérum et une 
autre, moins spécifique, ou le rapport sérum/antigéne est beaucoup 
plus faible. Cette deuxiéme zone de floculation est commune a 
tous les sérums. La floculation dans cette zone est faible pour les 
sérums normaux, plus intense pour les sérums_ syphilitiques, 
encore plus intense pour les sérums lépreux. 

30 Les mémes extraits de tissus, non formolés, ne floculent pas 
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en présence de sérums lépreux. La formolisation préalable des 
tissus est nécessaire, car l’addition de formol au sérum ou a 
lantigéne extrait de tissus non formolés n’agit pas du tout ou 
agit trés faiblement. 

4° L’extraction doit étre faite avec de l’alcool a 90° : l’alcool 
d’un degré plus faible n’extrait pas les substances actives. L’alcool 
absolu permet d’obtenir des floculations trés intenses, mais au 
détriment de la « spécificité ». 

5° Les sérums chauffés a 55° pendant trente minutes floculent 
plus intensivement que les sérums non chauffés ou chauffés a des 
températures plus basses ou plus élevées. 

6° Cette floculation est indépendante de la réaction de Vernes 
au péréthynol, de celle & la résorcine, de la réaction de Henry 
et de la réaction de Bordet-Wassermann. 

7° L’intensité de la floculation diminue avec |’élévation de la 
température a laquelle se produit la floculation. 

8° La réaction a. été éprouvée sur 200 sérums lépreux et © 
100 sérums non lépreux. 

9° Cette réaction, d'une technique simple, parait donner des 
résultats intéressants au point de vue pratique. 
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EXPERIENCES D'INFECTION 
PAR UN SEUL BACILLE TUBERCULEUX 
ISOLE AU MICROMANIPULATEUR 


par J. BRETEY. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


fl est probable que dans les conditions naturelles J’infection 
tuberculeuse ne se fait, sauf exception, que par un nombre peu 
élevé de germes. Au laboratoire, par contre, on est amené, pour 
_ écourter les expériences sans cela trop longues, A injecter au 
cobaye des doses énormes en comparaison. C’est-a-dire qu’on se 
trouve dans des conditions trés artificielles, aussi mauvaises que 
possible pour l'étude de J’infection tuberculeuse. 

Les doses calculées en poids ont un grand coefficient d’erreur 
dés qu’on arrive 4 des dilutions élevées. On observe alors des 
différences ‘manifestes dans ]’évolution et on ne sait s’il faut les 
attribuer au manque d’homogénéité de la suspension bactérienne 
ou a des différences individuelles de l’organisme des animaux. 
Cette discrimination serait pourtant bien importante pour per- 
mettre d’aborder l'étude du terrain tuberculeux. 

Il est donc nécessaire de connaitre la réponse du cobaye 
a linjection de quelques unités de bacilles de Koch, étude qu’on 
ne peut faire dans de bonnes conditions que par micromanipu- 
lation. Les recherches de cet ordre sont peu nombreuses, sans 
doute en raison de difficultés inhérentes a la nature méme de 
cet organisme. 

Calmette (1), sans se baser sur des expériences de micromani- 
pulation, admettait qu’une dose faible de bacilles de Koch 
1,10—7 mg. (qu’il pensait ne correspondre qu’a 4 bacilles, chiffre 
manifestement trés au-dessous de la réalité) était « absolument 
inoffensive » pour le cobaye, méme si elle était renouvelée une 
deuxiéme fois. I] pensait que seule la répétition de si faibles doses 
était capable de déclencher |’évolution tuberculeuse. _ 

Webbs, Williams et Barber (2), utilisant la technique de ce 


(1) A. Catmette, L’infection bacillaire et la tuberculose, 1936, 424- 
425, Masson et Ci, édit., Paris. 
(2) G. B. Wesss, W. 'W. Wriiutams et M. A. Barner, J. med. Rés., 


1909, 20, 1. 
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dernier, ne réussissent A tuberculiser réguliérement le cobaye que 
par Vinjection sous-cutanée de 500 a 1.000 bacilles ; exception- 
nellement, cependant, une fois aprés l’injection de 20 bacilles. 

Thoeni et Thayssen (3) ont eu recours 4 une technique différente 
consistant & compter dans des goultelettes, placées sur un frag- 
ment de verre, le nombre de germes déposés, puis A inclure ce 
fragment sous la peau ou dans le péritoine. Au cours d’une pre- 
miére expérience sur une vingtaine de cobayes qui ont recu de 
10 a 76 bacilles, un seul a été tuberculisé avec 71 bacilles. D’autres 
expériences, faites sur 22 cobayes et 3 souches différentes, avec 
99 4 343 bacilles, sont restées négatives. Ils concluent que, contral- 
rement a ce qu’admettaient des auteurs plus anciens, le cobaye 
ne peut étre tuberculisé par un faible nombre de bacilles de Koch. 

Levinthal (4), en revanche, utilisant le micromanipulateur de 
Peterfi muni d’une aiguille a bout arrondi, a injecté de 1 a 
12 bacilles d’une souche humaine isolée huit ans auparavant. 
L’aiguille chargée des bacilles était essuyée sur un fragment de 
gélose qui était lui-méme inséré sous la peau. 4 animaux sur 6 
présentérent, dés la fin de la cinquiéme semaine, des lésions 
tuberculeuses. Ils avaient recu 1, 11 ou 12, 2 ou 3, 1 ou 2 bacilles. 
Une évolution aussi rapide avec des doses aussi minimes corres- 
pondrait a une virulence trés élevée. 

Birkhaug (5) a pubhé les résultats qu'il a observés a la suite 
de Vinoculation d’un seul bacille de variantes R et S d’une méme 
souche bovine, dont les isolements ont été faits par L. Wamoscher. 
2 cobayes sur 12 qui ont recu la variante R ont été tuberculisés 
et 1 sur 12 avec la variante S. La micropipette contenant Je bacille 
isolé était cassée dans la plaie cutanée. « Afin de s’assurer que 
le bacille était bien mis en liberté directement dans le tissu sous- 
cutané, on cherchait a écraser le point inoculé au moyen d’une 
paire de pinces plates. Il est trés probable que le bacille reste 
pendant quelque temps a l’abri dans Ja micropipette, ce qui lui 
permet de se multiplier et ’empéche ainsi d’étre détruit par les 
phagocytes ». 

Cette derniére observation montre bien l’existence d’une diffi- 
culté. La micromanipulation doit étre aussi peu traumatisante que 
possible, ce qui doit faire préférer la pipette A l’aiguille. Mais 
il faut empécher que le bacille se trouve dans des conditions telles 
que pendant les premiers stades de sa présence dans |’organisme 
il se trouve mis a |’abri des moyens de défense de celui-ci. En effet, 
cela reviendrait a injecter non plus 1, mais bien une petite colonie 
de germes. Or le bacille tuberculeux peut se diviser assez rapi- 
dement dans l’organisme, bien plus vite que la croissance lente 


(3) I. Tuornt et A. C. Tuayssen, Zentralbl. Bakt., I, 1916, 77, 308. 
(4) W. Levinrnan, Zeitschr. Hyg., 1927, 107, 387. 
(5) K. A. Brrxmaue, C. R. Soc. Biol., 1935, 1419, 156. 
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de ses colonies sur nos meilleurs milieux de culture pourrait le 
faire supposer. 

La question de savoir si un seul bacille est capable de tuber- 
culiser le cobaye est done encore trés controversée. Les essais 
déja faits sont disparates, tant par les méthodes employées que 
par leurs résultats. C’est pour élucider les causes de ces varia- | 
tions que les expériences préliminaires suivantes ont été entre- 
prises. Dans ce domaine, les conditions d’expérience jouent un 
réle trés important ; nous raménerons cependant au strict néces- 
sare les indications indispensables. 


Tecunigur. — Le micromanipulateur dont nous nous sommes 
servi est celui de Peterfi, dont le maniement nécessite sans doute 
quelque entrainement, mais qui posséde l’avantage, important a 
nos yeux, de permettre de travailler simultanément avec deux 
pipettes. Celles-ci, de 5 a 10» de diamétre, étaient faites a la 
main. 

L’éclairage utilisé était le fond clair. Sans doute le fond noir 
eat été préférable, car il permet de vérifier avec bien moins de 
fatigue le nombre des germes dans chaque gouttelette. Mais il 
nécessite une optique spéciale dont nous ne disposions pas. Pour 
les essais que nous nous proposions de faire, le fond clair a été 
suffisant, a condition de faire un contréle soigneux et prolongé 
du contenu de chaque gouttelette a ses différents niveaux. Mais 
pour un travail suivi, le fond noir serait indispensable. Nous 
avons utilisé un grossissement a sec de x 600, suffisant pour voir 
avec certitude tout germe de la taille du bacille de Koch. La 
chaleur produite par lampoule légérement survoltée qui servait 
a Péclairage était arrétée par une cuve a faces paralléles de 6 cm. 
d’épaisseur contenant une solution acidulée de sel de Mohr a 
20 p. 100. 

Nous avons utilisé exclusivement notre souche humaine H 239 
—isolée en juillet 1938 d’un placenta. A son isolement cette souche 
nous avait frappé par sa forte virulence et nous l’avons utilisée 
réculiérement depuis. Son pouvoir pathogéne s’est atténué dans 
une certaine’ mesure. Au moment des expériences dont i] est ici 
question, trois ans aprés son isolement, elle donnait au cobaye 
en cing semaines des tubercules confluents sur la rate et un début 
de généralisation au foie et aux, poumons a la dose de 1/5.000 de 
milligramme. 

Les cultures de départ ont été repiquées sur pomme de terre 
en bouillon glycériné a plusieurs reprises 4 sept ou dix jours 
d’intervalle, ceci afin d’éliminer dans la mesure du possible les 
éléments les plus agés. La suspension était préparée en eau phy- 
siologique, soit au ballon garni de billes de verre, soit au mortier 
d’agate, avec ou sans adjonction de bile (voir plus Join). Sous 
2 cm. d’épaisseur, elle présentait un louche 4 peine perceptible. 
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La technique de micromanipulation proprement dite s'est ins- 
pirée a la fois de celle qui nous a été enseignée par L. Wamo- 
scher (6) et des publications de J. Comandon et P. de Fonbrune (7). 
C’est ainsi que nous avons utilisé une chambre a huile de paraffine, 
moins parfaite assurément que celle de ces derniers auteurs, mais 
qui, préparée avec les moyens du laboratoire par simple collage 
de quelques plaques de verre, nous a permis néanmoins de tra- 
vailler dans des conditions identiques. Pour qui a utilisé la 
chambre humide habituelle, cette nouvelle méthode présente de 
trés grands avantages, car une grande partie des difficultés des 
manipulations se trouve supprimée. 

Avec la premiére pipette, un certain nombre de gouttelettes 
étaient faites. Le contenu microbien de chacune était soigneuse- 
ment vérifié. Lorsque l’examen en montrait une qui ne contenail 
indubitablement qu'un seul bacille, d’apparence normale et non 
altérée, celui-ci était aspiré dans la seconde pipette réservée a cet 
usage et qui avait été préalablement remplie d’une certaine quan- 
tité d’eau physiologique. Il était rejeté et réaspiré & deux ou trois 
reprises différentes, de facon a s’assurer qu'il n’avait que peu 
de tendance a se coller au verre. Il était réaspiré une derniére 
fois dans la micropipette. Celle-ci était alors détachée rapidement 
et vidée 4 peu prés complétement dans la poche de décollement 
sous-cutanée faite sur le flanc d’un cobaye ne réagissant pas a 
Ja tuberculine. L’incision était pratiquée dans la région lombaire afin 
d’éviter une infection par les souillures de la litiére. I] n’est 
évidemment pas absolument certain que le bacille ne soit pas 
resté fixé dans la pipette par adhésion au verre. Nous pensons 
cependant que c’était peu vraisemblable avec cette facon de faire. 
La plaie était refermée par quelques agrafes et une couche de 
collodion. A chaque nouvel isolement, la pipette était changée. 
Il n’y avait done pas de risque qu’un bacille d’une opération 
antérieure se soit détaché par la suite. 

Les expériences se divisent en deux groupes, selon que de la 
bile de beeuf a ou n’a pas été utilisée pour préparer la suspension. 
On sait que, comme Calmette l’a montré, l’adjonction de II ou 
III gouttes de bile de boeuf au début du broyage de Ja culture 
favorise beaucoup la mise en suspension de celle-ci en facilitant 
la mise en liberté des éléments. Il pouvait paraitre préférable 
d’obtenir par ce moyen, plutét que par un broyage trés éner- 
gique — done traumatisant — une suspension convenable. 


EXPERIENCES AVEC SUSPENSIONS PREPAREES SANS BILE. — Les 
essais ont été faits 4 trois reprises différentes avec un matériel 
et une suspension chaque fois renouvelés. 10 cobayes ont été ino- 


(6) L. Wamoscuer, Zeitschr. Hyg. u. Infektionskr., 1930, 444, 422. 
77) J. Comanpon et P. pe Fonsrune, ces Annales, 1938, 60, 113. 
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culés, dont 9 avec 1 seul bacille et 1 avec 8 bacilles. Des intra- 
dermo-réactions avec 0,1 c. c. de tuberculine diluée a 1 p. 20 ont 
été faites avant l’inoculation, puis aux septiéme, trente-sixiéme, 
quarante-cinquléme, cinquante-huitiéme, soixante-treiziéme, quatre- 
vingt-sixieme, cent treiziéme, cent trente-huitiéme et cent soixante- 
deuxiéme jours dans des conditions de stérilité parfaite. 

Sur les 9 cobayes inoculés avec 1 seul bacille, 5 (iL? VE. OS Gs 
7 et 9) ont fait une tuberculose attestée par l’intradermo-réaction 
devenue positive du trente-sixiéme au quarante-cinquiéme jour et 
confirmée par l’autopsie qui a montré que le point de départ de 
la tuberculose correspondait bien a la plaie d’inoculation. Des 
lésions spléniques d’un de ces animaux nous avons récupéré Ia 
souche, appelée par la suite H 432, du n° de cette expérience. Les 
4 autres cobayes inoculés avec 4 bacille (n°s 4, 3, 4 et 8) ainsi que 
celui qui en avait recu 3 (n° 10), ont présenté des phénoménes parti- 
culiers en ce qui concerne leur sensibilité a la tuberculine et que 
nous exprimons dans le tableau ci-dessous. 

Par + nous entendons une réaction positive & papule rouge, 
nette, de diamétre réduit (5-10 mm.), mais incontestable au point 
qu’on n’hésiterait guére a affirmer la nature tuberculeuse d’un 
produit qui aurait été inoculé pour un diagnostic. « Grand épais- 
sissement » (E) est une réaction un peu moins forte a laquelle nous 
attribuons de la valeur si elle se répéte, et enfin « petit épaississe- 
ment » (e) est une réaction tout a fait douteuse, mais qui n’est pas 
absolument négative. Sans doute ne s’agit-il la que de nuances qui 
pourraient étre difficiles & apprécier pour quelqu’un qui n’aurait 
pas une grande habitude des réactions tuberculiniques. 


TasLeav I. 


INTRADERMO-REACTION 


BACILLES 
inoculés 


NUMERO 
du cobaye 


La méme solution de tuberculine a été utilisée sur des cobayes 
d’autres expériences et ceux d’entre eux qui n’étalent pas tuber- 
culisés ont toujours répondu négativement. Nous rappelons, en 
outre, qu’a la dilution de 1 p. 20 les réactions d’irritation non 
spécifiques sont rendues bien improbables. 
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Ainsi donc, au méme moment ot commengaient a réagir les 
cobayes chez qui se produisait |’évolution tuberculeuse, certains 
des autres ne se comportaient plus comme des animaux neufs. 
2 (n°* 1 et 10) ont pu étre considérés pendant un mois et demi 
comme devenus tuberculeux. Un (8) a présenté une réaction plus 
faible mais qui s’est maintenue pendant le méme laps de temps. 
Nous ne tiendrons pas compte des phénoménes trop incertains 
présentés par les deux derniers cobayes (4 et 8). Ces réactions 
ont apparu du trente-sixiéme au quarante-cinquiéme jour et ont 
duré six semaines environ, puis elles sont redevenues définiti- 
vement négatives. : 

Les cobayes 3 et. 4 n’ont montré, a l’autopsie, aucune lésion 
suspecte de tuberculose. Les autres animaux considérés comme 
négatifs, ont été récupérés pour servir a d’autres expériences au 
cours desquelles ils ont été infectés. Or, nots avons eu la surprise 
de constater qu’ils ne se sont pas comportés comme des animaux 
neufs, mais bien comme des animaux antérieurement immunisés. 


Ce fait est évidemment en faveur de la nature spécifique des réac- 
tions tuberculiniques observées. 


EXPERIENCES AVEC SUSPENSIONS PREPAREES AVEC’ DE LA BILE. — 

Dans une premiére expérience, 12 cobayes ont recu 1 seul bacille 
de la méme souche H 239, Aucun de ces animaux n’est devenu 
tuberculeux. Un seul (18) a présenté consécutivement 4 intradermo- 
réactions notées E, du quarante et uniéme au soixante-dix-huitiéme 
jour aprés l’infection. Les 11 autres cobayes, 4 part quelques 
réactions douteuses (e) survenues au hasard, n’ont eu que des 
réactions négatives. 
- Dans une seconde expérience, faite dans les mémes conditions 
sur 8 cobayes, les réactions tuberculiniques ont été, sans excep- 
tion, négatives 4 six reprises différentes. Ceux des cobayes survl- 
vants qui ont été récupérés pour d’autres expériences et qui ont 
été infectés, se sont comportés comme des animaux neufs. 


Discussion. — Le role néfaste de la bile apparatt clairement, 
car toutes les autres conditions étaient égales. Si elle favorise la 
mise en liberté des bacilles a |’état isolé, en revanche il semble 
bien que pour un nombre élevé d’entre eux, c’est au détriment 
de la vitalité ou de la virulence (8). Ce fait peut, 4 premiére vue, 
paraitre surprenant lorsqu’on connait la résistance du bacille de 
Koch dans les produits contaminés que |’on traite par de l’acide 
ou de la soude a des taux de concentration élevés. Tl faut se 
rappeler cependant que les alcalins sont plus nocifs que les acides 
et, d’autre part, qu'il s’agit ici non pas de fragments d’organes 


(8) Ceci explique pourquoi Calmeétte admettait que pour tuberculiser 
le cobaye il fallait une dose supérieure 4 1.10—7 mg. ; 
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ou de crachats, mais d’une culture sans aucun produit organique 
susceplible d’atténuer l’action des agents chimiques. 

Dans nos experiences on ne peut incriminer une multiplication 
se faisant a labri dans la pipette ou dans le bloc de gélose. I 
parait donc bien certain que, dans de bonnes conditions, un seul 
bacille tuberculeux provenant d’une souche assez virulente puisse, 
lorsqu’il est déposé dans une plaie sous-cutanée, provoquer 
l’évolution de la tuberculose avec de grandes chances de réussite. 
Nous avons pu ainsi tuberculiser 5 cobayes sur 9, pourcentage 
surprenant sl on pense que la préparation de la suspension, puis 
la micromanipulation sont malgré tout des opérations traumati- 
santes et qu'il est probable que tous les germes d’une culture, 
meme repiquée a une cadence accélérée, ne sont pas vivants. 

Quant a Vinterprétation de ces réactions tuberculiniques tran- 
sitoirement. positives, elle est fort délicate actuellement. 

Ces faits correspondent d’ailleurs a d’autres, analogues, que 
nous avons observés a plusieurs reprises avec des produits 
que nous avions des raisons de considérer comme trés faiblement 
tuberculisés. 

Différentes hypothéses sont a envisager. I] est bien peu probable 
que les germes inoculés étaient morts. Pour qui connait les fortes 
doses (supérieures 4 0,01 mg.) de corps bacillaires stérilisés qu’il 
faut mettre en ceuvre pour rendre le cobaye allergique, il parait 
inconcevable de supposer qu’un seul de ces germes puisse, dans 
une certaine mesure, arriver 4 un tel résultat. 

Si ces bacilles sont bien vivants, le cobaye est done capable 
de surmonter l’infection dans certaines conditions. S’agirait-i] 
d’une résistance organique particuliérement élevée chez certains 
animaux, « terrain » défavorable a la tuberculose, manifestation 
d’immunité naturelle ? Ou serait-ce que certains bacillies, soit 
parce qu’ils seraient A un stade défavorable, ou trop vieux, ou 
trop jeune, ne se trouvent pas dans des conditions de multipli- 
cation normales ? Une immunité suffisante, tout d’abord locale 
sans doute, aurait le temps de s’établir, gagnerait de vitesse sur 
la rapidité de multiplication du germe et empécherait la dissé- 
mination consécutive. Rappelons a ce sujet que dés le début de 
la deuxiéme semaine, a la suite de scarifications cutanées de BCG, 
nous avons pu, avec L. Négre, constater l’existence d'une immu- 
nité générale déja notable. I] n’est pas absurde de penser qu'un 
bacille virulent puisse, en deux A quatre jours, avoir déja modifié 
les cellules de son voisinage s’il n’a pas été entrainé par des 
cellules migratrices, et il est possible que dans ce délai la multi- 
plication soit a peine ébauchée (9). 


(9) D/ailleurs, poussant les choses a l’extréme, on pourrait méme 
supposer que le bacille inoculé était encore vivant, quoique incapable 
de se reproduire ; il faudrait alors admettre qu’un seul bacille vivant 
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Ce qui nous ferait incliner vers lune ou l’autre de ces deux 
hypothéses, qui ne s’excluent pas l'une l’autre, c’est que pour 
tous les cobayes qui ont réagi, tant définitivement du fait de 
lévolution tuberculeuse que transitoirement, les phénoménes de 
nature allergique se sont manifestés au méme moment, un mois 
et dem: aprés l’infection, c’est-a-dire relativement tot et a une 
date qui correspond a celle qu’on observe avec de faibles doses 
de souches virulentes. Avec du BCG par exemple, bacille bien 
vivant mais avirulent, les réactions apparaissent en un mois et 
demi pour une dose de 0,000.1 mg. et en deux mois et demi pour 
0,000.01 mg. Cet argument nous parait infirmer l|’existence d’une 
variante peu virulente de la souche, survenue par mutation. 

L’existence antérieure d’une infection spontanée a bacilles tuber- 
culeux acido-résistants plus ou moins typiques, est éliminée par 
le fait que l’intradermo-réaction était négative avant l’inoculation, 
et de telles infections sont rares. Quant aux bacilles paratuber- 
culeux dont les animaux auraient pu étre porteurs, ils sont, d’aprés 
nos connaissances actuelles, incapables d’engendrer ]’immunité 
antituberculeuse. 

Enfin, pour terminer, nous signalons que l’observation d’une 
immunité spécifique a l’égard d’une infection tuberculeuse pour- 
rait, méme chez des cobayes qui n’ont pas réagi d’une facon 
classique a la tuberculine, constituer un réactif plus sensible que 
l’allergie et que l’évolution tuberculeuse elle-méme : si un produit 
pathologique, bien qu’incapable de provoquer ces deux manifes- 
tations, protégeait dans une certaine mesure le cobaye contre unc 
infection d’épreuve, il existerait des présomptions en faveur de son 
origine tuberculeuse. 

Nous n’avons, dans ces expériences de micromanipulation, tenu 
compte que des éléments. bacillaires. Or, dans la plupart des 
suspensions, de trés nombreux granules sont visibles au fond 
noir. Ces derniers éléments peuvent-ils jouer un réle dans ces 
recherches délicates ? De nouvelles expériences sont donc néces- 
saires et doivent s’entourer de garanties techniques plus grandes 
encore. 

Si les phénoménes allergiques atypiques que nous avons décrits 
se confirment, ils constitueraient, chez le cobaye, Véquivalent des 
observations faites chez l’homme, actuellement nombreuses et 
incontestables, de la disparition de l’allergie tuberculinique. 


Résumé. 
Cing fois sur neuf, le cobaye qui a recu I seul bacille d’une 
souche virulente humaine, a été tuberculisé lorsque Ja suspension 


pourrait déterminer un certain degré dallergie, ce qui paratt peu 
probable dans le délai d’apparition des phénoménes observés. 


4 


’ 
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bacillaire était préparée sans adjonction de bile de boeuf. Dans le 
cas contraire, les résultats ont été entiérement négatifs sur 
20 cobayes. 

Chez un certain nombre d’animaux qui n’ont pas fait d’évolu- 
tion tuberculeuse, ont apparu des réactions allergiques atypiques, 
constatées a plusieurs reprises successives pendant plus d’un 
mois et qui ont disparu ensuite. Ces cobayes se sont, par la suite, 
comportés 4 l’égard d’une infection virulente, comme s’ils avaient 
été vaccinés. Différentes hypothéses sont examinées A ce sujet. 

Si ces faits se confirment, on pourrait admettre que la recherche 
de Vimmunité chez des cobayes ayant recu un produit suspect 
pourrait constituer un test particuliérement sensible, plus que ne 
Vest la sensibilité tuberculinique ou ’évolution tuberculeuse. 


ETUDES SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


IX. — ESSAIS DE FRACTIONNEMENT DES PEPTONES 
[MULTIPLICITE DES FACTEURS ANTISULFAMIDES| (°) 


par J. TABONE, F. NITTI et H. MOUSSET. 


+ 


Puisqu’on ne peut pas attribuer le pouvoir antisulfamide des 
peptones a la présence dans celles-ci d’acide para-saminoben- 
zoique (1), on peut faire V’hypothése de travail selon laquelle les 
peptones renferment une substance antisulfamide trés active et 
encore inconnue. 

Dans le présent travail, on détermine le pouvoir antisulfamide 
de différentes fractions de peptones. Les fractions les plus actives 
nous serviront de matériel d’étude dans les essais que nous nous 
proposons d’entreprendre pour isoler la substance antisulfamide 
hypothétique. 


A. ETuDE DE LA FRACTION NON PROTIDIOQUE DU MUSCLE. — Les 
peptones de muscle ont un pouvoir antisulfamide trés supérieur 
a celui des peptones de myogéne et de myosine (2) qui sont les 
protéines essentielles du muscle. Aussi pouvons-nous supposer 
que les éléments non protidiques du muscle interviennent dans le 
mécanisme de action antisulfamide de Vhydrolysat enzymatique 
du muscle. 


La fraction non protidique du muscle a été obtenue A partir du 
muscle de lapin préalablement perfusé avec une solution isotonique 
de CINa. Le muscle est trituré au mortier en présence de sable et d’eau 
distillée. La mixture est exprimée dans une presse. Le suc est filtré, 
lu filtrat porté au bain-marie bouillant pendant vingt minutes. On 
filtre pour séparer les protéines qui ont coagulé. La liqueur limpide 
est amenée a sec sous pression réduite, et ‘Te résidu repris par un 
peu d’eau distillée. On filtre, on porte le filtrat au bain-marie bouil- 
lant ; il ne se forme plus de précipité. 

Notre étude a porté sur cette solution. 

Myogéne et myosine ont été obtenus selon les méthodes classiques 
a partir du muscle de lapin perfusé (8). 


~ 


(*) Séance du 2 décembre 1943 de lAssociation des Microbiologistes de 
Langue Francaise. 
(1) J. Tasone et F. Neon ces Annales, 1942, 68, 471. 


(2) F. Nirti, J. Tasone, H. Mousserr et M. Stinfcar, ces Annales, 1943, 
69, 303. 


(8) Smrra, J. Soc. Chem. Ind., 1934, 361. 
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Les peptones de muscle, de myogéne, de myosine ont été obtenues 


par hydrolyse trypsique 4 38° en présence de toluéne, a pH 8,2 pendant 
quatorze jours. 


Les résultats obtenus sont reproduits dans le tableau I. 


TaBLEau I. 

RE SS SSS SSS RSS SPSS ES STC, 
Ntotan | POUVOIR 
exprimé antisulfamide (+++) 

en milligrammes exprimé en y 
pour 1 c.c. dacide p.a.b. 
de solution pour 1 g. d’N total 
4 
Pesvone CesmMUSHke. a sie eve aNey Yiekk 14,12 - 5.600 
Peptone de myosine . 16,46 1.500 
Peptone- de mryogene - ... 5). a, 16,46 1.200 
Mélange du type peptone de muscle, 
moins suc ‘aqueux (+)... 2... 16,46 2.100 
Mélange du type peptone de muscle(+++). 42,84 6 200 
Suc aqueux de muscle déprotéiné .. . Sy 150 


(+), obtenu en mélangeant 67 p. 10€ de la solution de peptone de myosine avec 9 p. 100 
de la solution de peptone de myogéne (1); (++), obtenu en mélangeant un volume de la 
solution précédente(+-) avec un volume de suc aqueux de muscle déprotéiné ; (++ +), toutes 
les déterminations du pouvoir antisulfumide sont faites en utilisant le Proteus comme 
réactif microbien. Les leclures sont faites aprés vingt-quatre heures. 

(14) James GARDEN SuHarp, Biochem. J., 1939, 33, 679. 


Nous retrouvons ici le fait déja signalé (2), 4 savoir que le 
pouvoir antisulfamide de la peptone de muscle est supérieur a 
celui de la peptone de myosine ou de myogéne. I] est également 
supérieur 4 celui d’un mélange de peptone de myosine et de 
myogéne réalisé dans les proportions qui sont celles dans 
lesquelles se trouvent les deux protéines dans le muscle lui-méme. 

Nous remarquerons enfin que l’addition, 4 ce dernier mélange, 
de suc aqueux de muscle déprotéiné a pour résultat d’élever consi- 
dérablement le pouvoir antisulfamide du mélange, bien que ce suc 
aqueux ait lui-méme un pouvoir antisulfamide trés faible. Nous 
dirons que le suc aqueux contient des facteurs exaltants. 


B. Erupg DES FRACTIONS SOLUBLE ET INSOLUBLE DANS LES SOLU- 
TIONS ALCOOLIQUES DE PEPTONE. — En versant de l’alcool éthylique 
dans une solution aqueuse de peptone, il se forme un précipité. 
L’importance de ce précipité croit quand s’éléve la concentration 
de la solution en alcool. 

Nous avons étudié les deux fractions qui se séparent quand a 
1 volume de solution aqueuse de peptone on ajoute 9 volumes 
d’alcoo] éthylique. 


La fraction insoluble dans la solution alcoolique forme un précipité 
gluant ; celui-ci est desséché dans le vide afin d’en éliminer 1|’alcool 


ti 
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éthylique. Le résidu est repris par l’eau distillée. On obtient ainsi 
une solution colorée en brun dont on détermine la teneur en azote 
total. 

La fraction qui reste en solution dans la liqueur alcoolique est 
obtenue en évaporant a sec la solution de fagon a éliminer l’alcool ; 
on reprend le résidu par l’eau distillée. Cette solution est jaune d’or. 
On l’améne a avoir la méme concentration en azote total que la fraction 
précédente. 


Les résultats sont reproduits dans le tableau II, expérience I. 

On voit que la fraction la plus dégradée a le pouvoir antisulfa- 
mide le plus élevé. Cependant ces deux fractions ne semblent pas 
trés nettement différenciées. 


C. Erupr DES FRACTIONS SOLUBLE ET INSOLUBLE DANS LA SOLUTION 
SATUREE EN SULFATE D’AMMONIUM. — Quand on ajoute du sulfate 
d’ammonium cristallisé 4 une solution aqueuse de peptone, il se 
forme un précipité a partir du moment ov la solution a atteint 
une certaine concentration en sulfate d’ammonium. 

Nous avons étudié seulement les fractions qui se séparent quand 
la solution est saturée en sulfate d’ammonium. 


Il se forme alors un gdteau brun qui surnage une solution jaune 
clair. On décante la solution. Le gdteau est dissous dans de l’eau dis- 
tillée. Cette derniére solution est insolubilisée & nouveau par le sulfate 
d’ammonium A saturation. La partie insoluble est dissoute une seconde 
fois dans ]’eau. 

Nous obtenons ainsi deux solutions, l’une contenant la fraction 
soluble dans le sulfate d’ammonium a saturation, et l’autre la frac- 
tion insoluble. On élimine le sulfate d’ammonium en ajoutant aux 
solutions un lait de baryte jusqu’’ ce qu’elles en renferment un. trés 
léger excés. On centrifuge. On élimine l’ammoniaque en partie en 
soumettant les liqueurs 4 un fort courant d’air privé de gaz carbo- 
nique. L’ammoniaque restant est éliminé en concentrant les solutions 
a basse température. On élimine ensuite l’excés de baryte par un léger 
exces d’acide sulfurique. On centrifuge, on neutralise. 


On détermine sur les solutions finales le pouvoir antisulfamide et la 
teneur en azote aminé. 


Les résultats figurent sur le tableau II, expérience II. 
La encore la fraction la plus active est la fraction la plus riche 


en azote aminé, c’est-a-dire celle qui contient le plus de molécules 
les plus simples. 


Les deux fractions sont bien différenciées du point de vue anti- 
sulfamide. Le rapport de leur activité est environ de 15. 


D. ErupE DES FRACTIONS SEPAREES AU MOYEN DE L’ALCOOL BUTY- 


LIQUE. — On applique a la solution de peptone la méthode imaginée 
par Dakin (5) pour la séparation des acides aminés. 


(5) Daxin, J. biol. Chem., 1920, 44, 499. 


= rnold 
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TABLEAU II. 


N AMINE POUVOIR 
exprimé antisulfamide 


en grammes exprimé en y 


4) dacide p.a.b. 
pour 1 g. d’N total pour 1 g. dN total 


Expérience I : 
Fraction soluble dans l’alcool. . . . . 
Fraction insoluble dans Valcool. . .-. 


Expérience II : 


Fraction soluble dans le sulfate d’am- 
monium & saturation 

Fraction insoluble dans le sulfate d’am- 
monium 4a saturation 


Expérience III : 


Fraction extraite par lalcool buty- 
lique, mais non soluble dans ce sol- 
vant anhydre 

Fraction précédente : 

a) Aprés hydrolyse alcaline. . . . 
6) Aprés hydrolyse acide... . 

Fraction extraite par lalcool butylique 
et soluble dans ce solvant anhydre . 

Fraction non extraite par l'acide buty- 
lique 

Fraction précédente : 

a) Aprés hydrolyse acide 
6) Aprés hydrolyse alcaline. . . . 


L’épuisement de la solution aqueuse de peptone par l’alcool butylique 
se fait dans un appareil a extraction continue dans le vide (3 cm. de Hg). 
La température du thermostat dans lequel plonge le ballon renfermant 
Valcool butylique est de 60°. 

On isole ainsj 3 fractions : la fraction non extraite par l’alcool buty- 
lique qui reste en solution dans la phase aqueuse, la fraction qui est 
extraite par l’alcool butylique mais qui n’est pas soluble dans un petit 
volume de ce solvant anhydre ; enfin la fraction qui, extraite par 
l’alcool butylique, est soluble dans ce solvant anhydre. 

Quand cette méthode est appliquée 4 un hydrolysat total de protéines, 
la premiére fraction contient les acides monoaminés diacides et les 
acides diaminés monoacides, la deuxiéme la plupart des acides mono- 
aminé-monocarboxyliques, la troisiéme est surtout riche en proline et 
en dicétopipérazines. . 

Avant de déterminer sur nos fractions le pouvoir antisulfamide, nous 
avons éliminé ]’alcool par évaporation ; nous les avons de plus amenées 
A avoir des teneurs en azote total trés voisines. 

Les hydrolyses ont été faites en ajoutant aux s lutions un volume 
égal soit de lessive de soude a. 36°, soit de l’acide chlorhydrique 
concentré. On maintient les solutions au bain-marie bouillant pendant 
cing heures. On neutralise, on filtre et on compléte 4 un volume 
déterminé. 
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Les résultats obtenus figurent sur le tableau II, expérience II. 

On voit que les fractions obtenues sont.d’autant plus actives que 
leur teneur en azote aminé est plus élevée. 

La fraction la plus active est la fraction extraite par l’alcool 
butylique et non soluble dans ce solvant. Elle n’est pas constituée 
uniquement par des acides aminés, mais renferme encore des 
liaisons peptidiques ; celles-ci sont peu nombreuses. 

A propos de cette fraction, nous remarquerons aussi que son 
pouvoir antisulfamide baisse du fait de I’hydrolyse alcaline et 
plus encore quand on la soumet a une hydrolyse acide. 

Ajoutons enfin que la différence qui existe entre le pouvoir anti- 
sulfamide de cette fraction et celui de son hydrolysat alcalin 
_ diminue en fonction du temps. Cette différence est de 50 p. 100 
dans les cultures de 24 heures, de 20 p. 1400 dans les cultures de 
36 heures, elle devient nulle dans les cultures de 72 heures. 

La méme différence observée entre le pouvoir antisulfamide de 
la fraction et celui de son hydrolysat acide diminue aussi en fonc- 
tion du temps, mais ne devient pas nulle. 


Discussion ET concLusions. — Les fractions que nous avons 
étudiées se comportent de facgons bien différentes vis-a-vis du 
sulfamide, 

L’une a un pouvoir antisulfamide presque nul. C’est la partie 
non protidique du muscle. Elle intervient dans le mécanisme de 
Paction antisulfamide des peptones en augmentant considérable- 
ment le pouvoir antisulfamide des autres fractions. Parmi celles-ci, 
on distinguera les fractions dont la teneur en azole aminé est 
faible. Ces fractions sont riches en gros polypeptides, leur pouvoir 
antisulfamide est faible. Les autres fractions ont une teneur en 
azote aminé élevée, elles renferment surtout des acides aminés et 
des peptides de faible poids moléculaire ; leur pouvoir antisulfa- 
mide est le plus fort. 

Tout semble nous amener & penser que les fractions les plus 
dégradées renferment Ja plus grande ,quantité de la substance 
antisulfamide hypothétique. | i 

Ce sont ces fractions qui devront nous servir de matériel d’ étude 
dans les tentatives d’isolement de la substance antisulfamide pro- 
prement dite et encore hypothétique. 

Pour ce qui-est des substances exaltantes, il ne faudrait ipas 
croire qu’elles proviennent uniquement de Ja fraction non’ proti- 
dique du muscle. Au contraire, il semble qu’une grandé partie 
de la peptone elle-méme soit douée de cette qualité. En réalité, 
nous croyons que toute substance azotée est exaltante quand elle 
tend & modifier le mileu synthétique dans lequel se développe 
le microbe au cours de nos mesures, de fagon a rapprocher ce 
milieu du milieu naturel dans lequel se développent normalement 
les germes : Proteus, B. coli, etc. 
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Nous avons mentionné, a propos de la fraction entrainée par 
Valcool butylique, mais non soluble dans ce solvant, le fait que 
la différence d’activité entre la solution et son hydrolysat diminue 
en fonction du temps jusqu’a devenir nulle. Ce fait, si l’on admet 
que la substance antisulfamide proprement dite est unique, devrait 
étre interprété comme suit : d’une part les substances détruites 
au cours de l’hydrolyse sont des facteurs exaltants, d’autre part 
ces facteurs exaltants interviennent surtout dans les premiéres 
heures de la culture. Il ne semble pas que tous les facteurs exal- 
tants agissent de la méme facon. 

Nous pouvons nous demander si la substance antisulfamide 
proprement dite existe vraiment. En effet, nous savons d’une part 
que dans la théorie classique il est nécessaire qu’une réelle analogie 
de structure chimique existe entre le métabolite et le faux méta- 
bolite, et d’autre part nous rappelons que dans nos études anté- 
rieures il ne nous avait pas été possible de trouver dans les pep- 
tones des structures chimiques rappelant celles du sulfamide, 
c’est-a-dire des structures pouvant éventuellement étre celles de 
substances antagonistes du sulfamide. 

Si les peptones ne renfermaient pas de substance antisulfamide 
proprement dite, peut-étre Jeur pouvoir antisulfamide serait-il uni- 
quement da 4 certains facteurs ou 4 leur mélange. Ces facteurs 
aideraient les microbes dans sa défense vis-a-vis du sulfamide de 
facons qui peuvent étre multiples : peut-étre aussi permettraient- 
ils aux microbes de fabriquer en plus grande quantité le véritable 
antisulfamide. Celui-ci, que nous recherchons avec tous les auteurs 
dans les peptones, pourrait alors étre un produit du métabolisme des 
peptones; peut-étre ce produit de métabolisme serait-il l’acide para- 
aminobenzoique lui-méme. I] s’agit d’une simple hypothése de 
travail dont les expériences en cours doivent vérifier la validité. 


En résumé. — Le pouvoir antisulfamide des peptones s’accu- 
mule dans les fractions les plus riches en substances les plus 
dégradées : acides aminés, peptides a chaines courtes, etc. 

Ce pouvoir antisulfamide est le résultat de différents facteurs : 
facteurs exaltants et substance antisulfamide proprement dite. 

L’existence de cette derniére substance dans les peptones est 
pour V’instant encore hypothétique. 


Se 
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LION CALCIUM 
DANS LA PHYSIOLOGIE DU LEUCOCYTE () 


par Abert DELAUNAY. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Au cours de |’étude systématique que nous poursuivons depuis 
1940 sur l’histophysiologie de la réaction inflammatoire, nous 
avons découvert l’action inhibitrice que les antigénes glucido-lipi- 
diques exercent sur l’afflux des globules blancs dans les foyers 
infeclieux (4) et démontré le mécanisme de cette action (2). Toutes 
ces recherches nous ont conduit & nous préoccuper de certains 
aspects de la physiologie des leucocytes eux-mémes, et en parti- 
culier des conditions qui réglent leur motilité. A cet égard, le 
rdle des ions nous est apparu comme étant trés important. 

C’est d’ailleurs une des notions les plus solidement établies en 
biologie comparée que l’action des ions, et spécialement de Vion 
calcium, sur la « matiére vivante ». Il suffit de rappeler a ce 
sujet les travaux classiques de Ringer sur le muscle cardiaque, 
de Jacques Loeb sur divers animaux marins (Fundulus, etc.), et 
tous ceux, innombrables, consacrés & l’excitabilité du muscle et 
du nerf; & la perméabilité des cellules animales et végétales, a la 
respiration des étres aquatiques, 4 la survie des bactéries, A leur 
respiration, 4 leur lyse par les bactériophages, etc. Nous appor- 
tons aujourd’hui des résultats ot se montre mise en lumiére 
l’action capitale qu’exerce Vion calcium sur la motilité des glo- 
bules blancs. i 

Par ses grandes lignes, la méthode d’examen dont nous nous 
sommes servi s’inspire de la technique utilisée par M. Comandon 
dans ses films sur la phagocytose (3). Des grains d’amidon, isolés 
extemporanément de la pomme de terre sont étalés sur des lames 
et fixés par dessiccation. Sur ces préparations, nous laissons 


(*) Communication présentée A la séance du 2 décembre 1943 de 
l’Association des Microbiologistes de Langue Francaise. 

(1) A. Detaunay, M. DeLaunay et Y. Lenoutt, C. R. Soc. Biol., 1942, 
136, 259. — A. Deraunay, Rev. Immunol., 1942, 7, 33; Ges Annales, 
1942, 68, 72. 

(2) A. Detaunay, Rev, Immunol., 1942, 7, 208 ; C. R. Soc. Biol., 1942, 
436, 729 et séance de la Société de Biologie du 11 décembre 1943. 

(3) J. Comanpon, ces Annales, 1920, 34, 1. 
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tomber quelques gouttes d’une suspension leucocytaire diluée avec 
de l’eau ou les solutions salées dont nous parlerons dans un instant. 
La suspension leucocytaire, trés riche en polynucléaires, a été 
retirée d’un péritoine de cobaye préparé quelques heures plus tot 
par une injection de bouillon stérile. On recouvre les gouttes d’une 
lamelle, on lute celle-ci et l’on dépose enfin la préparation a 
l’étuve a 37°. Dans les conditions normales, c’est-a-dire lorsqu’on 
opere avec un exsudat leucocytaire dilué a parties égales avec 
de l’eau, il se produit trés rapidement une migration trés nette 
des globules blancs vers les grains d’amidon. En moins d’une 
heure, un trés grand nombre de grains sont sertis par plusieurs 
leucocytes qui se sont accolés a leur périphérie, se moulant sur 
eux et prenant ainsi la forme de croissants irréguliers. 

Si nous diluons a présent dans les mémes conditions notre sus- 
pension leucocytaire avec des solutions de concentration variable 
de Cl,Ca, nous constatons les faits suivants. Tant que la surcharge 
en calcium reste inférieure au 1/10 de milligramme par centimétre 
cube, on ne constate aucune action vraiment appréciable du sel 
sur le tactisme des globules blancs. Au 1/10 de milligramme, en 
revanche, on discerne une action favorisante trés nette du cal- 
cium : le tactisme s’est effectué de facon beaucoup plus rapide 
que sur la lame témoin. En une heure, une véritable gaine de 
leucocytes s’est formée autour des grains d’amidon. Aux concen- 
trations supérieures, cette action favorisante tend progressivement 
a diminuer, pour se transformer finalement.en action inhibitrice 
dés qu’on opére avec des doses supérieures a 10 mg. de calcium 
par centimétre cube. Aux doses encore plus élevées (100 mg. par 
exemple par centimétre cube), il ne se produit plus aucun mou- 
vement leucocytaire. Bien plus, les leucocytes apparaissent altérés, 
étirés, crénelés ; vraisemblablement ils sont tués. D’aprés cette 
expérience, le chlorure de calcium parait donc capable, a certaines 
concentrations, de renforcer le tactisme des globules blancs, et 
aux concentrations toxiques de ralentir le tactisme, puis de tuer 
finalement les cellules. 

Poursuivant nos recherches, nous nous sommes demandé ce 
que devenait la motilité des leucocytes dans un milieu dépourvu 
dion calcium. Pour le savoir, et afin de toucher le moins pos- 
sible aux autres constituants du milieu dont nous nous servions, 
e’est-a-dire du plasma péritonéal, nous avons opéré de la fagon 
suivante. 

Nous avons cherché a « bloquer » le calcium dans l’exsudat 
par du citrate de soude. On sait en effet que le citrate a la pro- 
priété de se combiner avec le calcium en donnant des 1ons com- 
plexes, solubles. Ajoutant des doses variables de citrate de soude 
4 différents échantillons d’un méme exsudat, et opérant ensuite 
comme précédemment, nous avons observé les faits suivants. Des 
concentrations de citrate inférieures au milligramme par centi- 
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métre cube permetient au tactisme des globules blancs de s’exercer 
parfaitement. Le tactisme est un peu géné par une dose corres- 
pondant au milligramme. Il est completement inhibé lorsqu’on a 
ajouté a l’exsudat 1 cg. ou méme 5 mg. de citrate par cenlumetre 
eube : les leucocytes demeurent a la place qu’ils occupaient au 
début de l’expérience et les grains d’amidon restent libres. Les 
globules blancs, toutefois, ne sont pas moris : morphologiquement, 
ils restent intacts. et s'iis ne se: meuvent plus, Us restent capadbies, 
comme on le voit irés facilement, de subir sur place des défor- 
mations pseudopodiques. ; 

Cet arrét brutal de tout mouvement leucocytaire, succédant a 
Vaddition de citrate, est sous la dépendance du manque d’ion 
~calcium libre dans l’exsudat. Les faits suivants le prouvent 
a) on peut provoquer cet arrét en ajoutant aussi bien au plasma 
périlonéal de l’oxalate de soude (1 cg. par centimétre cube) que 
“du citrate de soude. Or, comme on sait, l’oxalate élimine lion 
calcium par formation d’oxalate de chaux insoluble ; 6) les leu- 
cocytes retrouvent tout leur pouvoir migrateur lorsqu’on élimine 
de la préparation le plasma citraté et qu’on remet les cellules 
dans du plasma normal de cobaye ; ¢) enfin les leucocytes, placés 
dans un milieu fortement citraté, se dirigent A nouveau et avec 
force vers les grains d’amidon dés qu’on additionne ce milieu 
d'une quantité convenable de chlorure de calcium. Cette fois le 
role capital exercé par le chlorure de calcium dans les phéno- 
ménes de motilité leucocytaire apparait pleinement évident. 

Pareille constatation ne doit pas surprendre. Bien avant nous, 
Hamburger et son école avaient démontré Vimportance du cal- 
cium dans Ja physiologie des globules blanes; mais ils lavaient 
fait d’un point de vue tres différent du notre, en s’intéressant 
exclusivement 4 une autre fonction des globules blancs, a l’englo- 
bement phagocytaire. Selon Hamburger, laddition de sels de 
calcium a une suspension phagocytaire favorise grandement 
l’absorption des corps étrangers par les leucocytes. 

Nous avons repris cette question et nous nous sommes apercu 
qu'une dose de citrate de soude, suffisante pour empécher com- 
plétement tout déplacement leucocytaire, ne supprimait pas en 
méme temps le pouvoir qu’ont les globules blancs d’englober des 
corps étrangers. Les sels de calcium sont done moins nécessaires 
pour la phagocytose que pour le tactisme. C’est ainsi qu’une dose 
de citrate de soude de l’ordre de 5 mg. par centimetre cube, dose 
suffisante pour empécher tout tactisme leucocytaire dans un 
exsudat par blocage du calcium, permet encore aux globules 
blancs de ce milieu d’absorber des microbes vivants tels que des 
staphylocoques. Sans doute, elle ralentit ce dernier phénomene 
de maniére évidente. Pourtant elle ne l’entrave pas complétement. 

Par cette expérience, nous apportons la preuve que les deux 
propriétés essentielles du leucocyte : son pouvoir de se déplacer, 

? 


“son pouvoir Coreums peuvent étre eneA lune de autre. 
20a voit ainsi que contrairement Aa ce qu ‘avaient imaginé certains 
ae auteurs, l’acte d’englobement n’est pas qu’une simple et banale 
ae “conséquence de l’acte de cheminement. Du reste, la nature nous 
Lees un exemple de cette dissociation entre les deux fonctions 
du phagocyte, puisqu’elle nous montre, a coté des phagocytes 
mobiles comme les leucocytes du sang, les phagocytes fixes du 
me ‘systéme réticulo-endothélial. . 
Ris Ces faits étant acquis, | de pondueuces questions demeurent a _ 
 étudier et, en particulier, jl faudra rechercher si quelque anta- ee 
S. -gonisme— entre les ions monovalents (Na+, Kt) et bivalents 
(Ca ++) intervient dans la physiologie du leucocyte comme il 


intervient dans la physiologie de tant d’autres cellules. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANGAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris (15°.) 


Séance du 2 décembre 1943. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


SEPTICEMIES, HEMOCULTURES 
ET FORMES EVOLUTIVES DES BACTERIES 


par R. NATIVELLE. 


L’étude systématique de nombreuses hémocultures pratiquées pendant 
dix ans dans un important service de médecine, au cours d’états septi- 
cémiques trés divers, nous a permis de noter certaines particularités 
qui nous semblent mériter une attention spéciale. 

1° Un ballon d’hémoculture peut se troubler et présenter un trouble 
important sans que l’on trouve 4 l’examen microscopique de germes 
offrant une forme et une colorabilité classiques ; les subcultures pra- 
liquées 4 ce stade restent souvent négatives. On remarque presque 
toujours entre lame et lamelle la présence de nombreux corpuscules 
irés petits d la limite de Ja visibilité, animés de mouvements browniens. 
Cet aspect apparait généralement au cours des dix & quinze jours qui 
suivent l’ensemencement du sang. Ce trouble peut s’atténuer et faire 
place progressivement a la limpidité initiale. Parallélement les corpus- 
cules se raréfient alors et finalement disparaissent. Dans d’autres cas, 
au contraire, ce trouble s’intensifie et l’on assiste a l’apparition d’une 
culture de germes ayant une forme et une colorabilité normales et 
fournissant des repiquages positifs ; le plus souvent, il s’agit de cocci 
Gram positifs et, en particulier, de streptocoques. 

2° Kntre ce stade de corpuscules extrémement petits et le stade ot 
apparaissent des microbes de forme classique, peuvent se situer des 
stades intermédiaires; on voit alors des masses de corps coccoides Gram 
négatifs, d’aspect et de formes grossiers, rappelant certains aspects du 
B. funduliformis; dans certains cas, les contours de ces masses sont parti- 
culiérement imprécis, donnant l’aspect de formes « 4 Vestompe ». 

Parfois, en suivant trés attentivement de jour en jour leur évolution, 
on voit leur contour se préciser, la coloration devenir plus nette, le 
microbe se fagonner en quelque sorte ; sa forme devient réguliére, plus 
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svelte, plus condensée ; le microbe (si l'on envisage le streptocoque 
cas le plus fréquent) prend de plus en plus intensément la coloration 
de Gram et le cycle évolutif complet est réalisé. Mais, avant d’arriver 
a ce stade, le trouble du bouillon peut encore disparaitre et parallé- 
lement disparaissent les masses coccoides.; le cycle évolutif n’a été 
qu’ébauché. Ces aspects sont fréquents dans les hémocultures prati- 
quées au cours de septicémies diverses ; mais on les trouve avec une 
particuliére fréquence dans les septicémies traitées par les sulfamides. 

Plus rarement, avant d’arriver & un stade de coccus Gram positif 
bien défini, d’autres aspects intermédiaires peuvent étre observés rap- 
pelant de plus ou moins prés l’aspect du B. subtilis, les bacilles pseudo- 
diphtériques ou méme le méningocoque. 

Comment interpréter ces faits ? 


1° Les corpuscules brillants trés petits ne sauraient étre confondus 
avec des plaquettes sanguines ; ces derniéres sont en beaucoup moins 
grand nombre, ne troublent pas le milieu ; elles ne se colorent pas 
par le Zieh] dilué mais par des colorants spéciaux, tels le Giemsa ; elles 
. se raréfient & mesure que l’hémoculture vieillit et, contrairement aux 
corpuscules brillants, leur aspect ne se modifie pas avec le temps. 

2° Les masses coccoides ne doivent pas étre confondues avec des 
débris sanguins : les globules rouges plus ou moins déformés ont un 
aspect trés différent, crénelé, irrégulier, nullement flou ; ils ne trou- 
blent pas le milieu, se raréfient progressivement, ne peuvent se déve- 
lopper comme les masses coccoides sur d’autres milieux (gélose, bouillon, 
gélose de Veillon). On n’observe jamais, avec les seuls globules rouges, 
Jes stades de transformation qui vont de l’aspect coccoide grossier, la 
plupart du temps Gram négatif, & des cocci fins, nets, & contours 
précis, prenant le Gram. 

Nous éliminons, est-il besoin de le dire, les contaminations ; les 
figures observées en ce cas n’en ont ni l’aspect, ni la date d’apparition ; 
elles ne se transforment pas progressivement en cocci Gram positifs ; 
et, en outre, jamais elles ne réagissent une fois apparucs. 

Une seule hypothése nous semble pouvoir expliquer ces phénoménes : 
les cocci Gram positifs, le streptocoque en particulier, peuvent pré- 
senter un cycle évolutif comportant une phase invisible, une phase 
visible, et parfois des stades intermédiaires. Cette hypothése se rap- 
proche de celle de Charles Nicolle admettant dans son « Destin des 
maladies infectieuses » deux formes de reproduction des microbes, la 
division transversale et la transformation granuleuse comportant 
plusieurs stades et un cycle évolutif complexe, le premier mode de 
reproduction répondant fréquemment 4 la vie saprophyte, le second 
plus spécialement adapté 4 la propriété virulente. 

Si nous comparons les aspects observés dans nos hémocultures aux 
aspects décrits par les auteurs qui ont étudié les formes filtrantes des 
streptocoques, nous retrouvons fréquemment des étapes successives 
avec des granulations, des masses coccoides assez imprécises et irrégu- 
litres, aux affinités tinctoriales variables avant l’apparition du_ strep- 
tocoque. 

’ Nous avons étudié comparativement nos hémocultures et les résultats 
fournis par la filtration sur bougie Chamberland Li, de cultures 
typiques de streptocoques et nous avons observe des résultats tout a 
fait analogues : présence de corpuscules extrémement petits, animés 


3 < Ay es 7 ao 
ae 378 " ANNALES DE Laxsnror pksran® is Se hea 
ad ; f / 
Faas de mouvements browniens dans des milieux qui se troublent en un ~ 
‘ i if délai moyen de dix jours, présence assez apmucats de eee inter- — a 
mie \ médiaires avec éléments coccoides. | F 
Tig = -L’apparition de ces formes filtrantes étant axladtanniink capricinee 
Sh ae : nous avons amélioré le pourcentage des résultats positifs au cours de 
i cette expérimentation en utilisant la technique suivante : l’on injecte 
bat une dose massive d’une culture pure de streptocoques de. vingt-quatre — 
7 ¥ ~ heures dans le péritoine d’un cobaye ; l’animal est sacrifié quatre heures 
Le aprés ; le liquide prélevé est filtré immédiatement sur bougie Cham- 
oe berland L, et aussitét mis a l’étuve ; Jorsque la culture réussit, un 
ae trouble apparatt dans un délai de sept a dix jours. ‘ 
ao | 
7 : Conclusion. — En présence i apiicatedies troubles cotricidant avec {| 
— ‘ l’existence d’éléments anormaux au microscope, l’on a souvent tendance 
ee i” a conclure prématurément a la présence de’ germes de contamination, 
: de débris globulaires ou de microbes nouveaux ou rares. Une étude | 
va plus attentive, 4 la faveur des notions de filtrabilité et de mutation 
AY des microbes, avec possibilité de stades invisibles et visibles et de stades ’ 
ees Js intermédiaires, permet souvent de conclure 4 la présence de microbes | 
Me classiques dont les aspects initiaux seuls poured étre alypaues eta 
meer: am de faire errer le dingposhes . ; 
y) 7 J aoue * f a 4 q ‘ ? r. ‘ \ ‘ 1 
Bon) ae “iSérwicd du Professeur agrégé eae Moreau, Hospice de Bicétre.) : 
ines ' 5 { i 
ee Ye 4 
Pa Ne ' 
we hve . ; q 
*F 
sad 
ri * > 
it 
J 
ey s 
are: 
day 
Ag 
Bas} 
04 
s : od 
Mt 
f» 
i 
re 
Ay 
. 


ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 379 


Py 


COMPORTEMENT DES ACIDES AMINES 
VIS=A-VIS DU 2-AMINOPHENYLSULFAMIDE 
7 (LEUR ROLE PROBABLE 
DANS LE MECARISME DE L’ACTION ANTISULFAMIDE) | 


par F. NiTTi, J. TABONE et H. MOUSSET. 


Dans la note précédente *, nous avons moniré avec Tabone et Moussct 
que le pouvoir antisulfamide s’accumule dans les fractions protéiques 
les plus dégradées. 

Nous avons d’autre part eu l’occasion de déterminer le pouvoir anti- 
sulfamide des peptones d’ovalbumine chez lesquelles l’hydrolyse par 
la tirypsine était poussée trés loin (83 p. 100). Ces peptones avaient un 
pouvoir antisulfamide évident. Enfin nous avons montré qu’en hydro- 
lysant par des acides ou des alcalis les peptones on constate une baisse 
dans l’intensité de leur pouvoir antisulfamide, mais que celui-ci garde 
une valeur non négligeable. 

Ces faits nous ont conduits 4 nous demander si les acides aminés, 
termes ultimes de la dégradation des protéines, n’étaient pas respon- 
sables de l’activité antisulfamide des hydrolysats enzymatiques ou 
chimiques des protéines. 

Il ne nous a pas été possible d’étudier tous les acides aminés connus. 

En utilisant comme réactif microbien le Proteus vulgaris X 19 et en 
faisant les lectures au bout de vingt-quatre heures, nous avons trouvé 
que certains acides aminés sont doués d’une activité antisulfamide 
légere qui, exprimée en y d’acide p-aminobenzoique par grainme d’acide 
aminé, est de 200 y pour la d-arginine, 200 y pour la [-histidine, 150 y 
pour la d-lysine, 100 y pour la d-I méthionine (1), 100 y pour Vacide 
glutamique et 100 y pour l’acide aspartique. D’autres acides aminés ont 
une action antisulfamide strictement nulle ; ce sont la phényl!-alanine, 
ja thréonine, la cystine, Ja tyrosine, le tryptophane ; d’autres enfin 
ont une action trés légérement bactériostatique : glycocolle, alanine, 
valine. 

Nous avons réalisé un mélange d’acides aminés les plus actifs : argi- 
nine, histidine, “lysine, méthionine. Ce mélange ne s’est pas révélé 
beaucoup plus actif que ses constituants. 

“Nous avons essayé, de plus, de reconstituer un mélange trés voisin 
dun hydrolysat ultime de myosine. Ce mélange s’est révélé prati- 
quement inactif. Cependant nous ne pouvons pas tirer des conclusions 
certaines de cette derni@re observation, parce que Ja constitution du 
myosine luicméme n’est pas complétement connue. [On n’a pu doser 


(*) Cette note paraitra en Mémoire dans les Annales de l'Institut Pasteur 


(ND Le eR): ee : 
(1) Konn et Harris avaient signalé en 1941 l’activité antisulfamide de la 


menthionine, Am. J. Physiol. Soc., 1941, 133, 354. 
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jusqu’ici que 85 p. 100 des éléments qui interviennent dans la consti- 
tution de ce protide (2).] 

Ce mélange jouit par contre de propriétés exaltantes nettes. C’est 
ainsi que, si l’on ajoute a 5 c. c. de milieu synthétique 5 mg. du 
mélange d’acides et 1 y d’acide p-aminobenzoique, ce nouveau mélange 
est susceptible de neutraliser une dose six fois plus forte de sulfamide 
que le mélange constitué de milieu synthétique seul et de la méme 
quantité d’acide p-aminobenzoique. (Les lectures sont faites au bout 
de vingt-quatre heures. ) 

Ajoutons que |’intensité du pouvoir exaltant diminue en fonction du 
temps. Dans les cultures Agées, il devient pratiquement nul. Ces résul- 
tats sont a rapprocher. des remarques que nous venons de faire dans 
la note précédente. 

Puisque les acides aminés sont peu ou pas actifs, on peut se demander 
si les peptides poss¢dent une activité plus marquée. Nous n’avons pu 
étudier que le glycol-tyrosine, le glycol-glycine, le glycyl-1 tryptophane 
et le diglycyl-glycine. Leur pouvoir antisulfamide est pratiquement nul. 

Si l’on pratique une réaction de diazotation et la copulation avec le 
monochlorhydrate de la N-a-naphtyl N’diéthyl-propyléne-diamine sur 
une culture dgée de quarante-huit heures de pneumobacille de Fried- 
Jander en milieu synthétique, on constate une tres légére coloration 
rose. Si nous pratiquons la méme réaction sur du bouillon ordinaire 
de viande non ensemencé, la réaction est négative. Par contre, aprés 
une culture de quarante-huit heures de pneumobacille de Friedlander, 
la diazoréaction du milieu sera nettement positive. Nous avons choisi , 
le pneumobacille de Friedlander, car il n’élabore pas d’indol provoquant 
une coloration rouge en milieu acide apres addition de nitrite. 

Il nous est impossible pour l’instant d’affirmer que l’amine aroma- 
tique décelée dans le bouillon de culture ott a végété le pneumobacille 
de Friedliinder soit de l’acide p-aminobenzoique. Qu’il nous soit permis 


néanmoins d’envisager cette hypothése quj permettrait d’élucider en 


grande partie le rdle des antisulfamides de la peptone. 

Nous avons vu qu’en milieu synthétique la production d’amine aro- 
matique par P. Friedlanderi était minime. Par contre, en milieu 
peptoné cette élaboration serait extrémement intense. 

Dans le cas de E. coli, P. Friedlanderi, Proteus vulgaris, l’addition 
de peptone au milieu de culture provoquerait une plus grande élabo- 
ration d’acide p-aminobenzoique et par conséquent d’antisulfamide. 
L’activité antisulfamide de la peptone ne serait ainsi pas directe mais 
ne pourrait se manifester que par l’intermédiaire de la cellule vivante. 

Ceci n’est qu’une hypothése et nous avons tenu a la signaler car elle 
pourrait élucider en grande partie le probléme des antisulfamides de 
la peptone et permettre d’envisager le probleme sur des bases physiolo- 
giques nouvelles. 


(2) James Garpen Suarp, Biochem. J., 1939, 33, 679. 
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INHIBITION DE L-ADAPTATION ENZYMATIQUE 
CHEZ 8. COL/ EN PRESENCE DE 2-4 DINITROPHENOL 


par Jacgurs MONOD. 


Dans presque tous les cas qui ont été étudiés jusqu ici, il semble 
que l’adaptation enzymatique chez les microorganismes ne se produise 
que dans des cultures en voie de croissance. Il importe évidemment 
beaucoup, pour l’interprétation du mécanisme de ce phénoméne, de 
savoir s’il y a une relation obligatoire entre les synthéses et l’adap- 
tation, ou s’il ne s’agit 14 que d’un lien indirect et plus ou moins 
fortuit. Or, presque tous les auteurs qui ont étudié cette question ont 
employé pour obtenir l’arrét de la croissance le méme procédé : sup- 
pression de l’aliment azoté. Karstrom (1) en particulier, & qui l’on 
doit le travail le plus complet sur cette question, a montré que chez 
différentes bactéries ]’adaptation ne se produisait jamais en l’absence 
d’une source d’azote. On devait donc se demander si la croissance était 
bien réellement une condition essentielle de l’adaptation et si les résul- 
tats obtenus n’étaient pas dus, dans beaucoup de cas tout au moins, 
a ce que la présence d’une source azotée intervenait directement dans 
je mécanisme méme de l’adaptation. Pour mettre cette objection a 
l’épreuve, il faut disposer d’un moyen qui permette de bloquer la crois- 
sance dans un milieu contenant tous les éléments nécessaires. I] faut, 
d’autre part, que l’agent employé n’exerce pas d’influence inhibitrice, 
sj faible soit-elle, sur le mécanisme des oxydations. C’est pourquoi il 
m’a paru intéressant de rechercher quelle pourrait étre l’action du 
2-4 dinitrophénol (D.N.P.) sur l’adaptation enzymatique. On sait, en 
effet, d’une part que ce corps parait capable a certaines concentrations 
de bloquer complétement les synthéses (2) et que, d’autre part, loin 
d’inhiber les. oxydations, il les accroit généralement (8). 

Technique. — La souche employée (B. coli « H» de la collection de 
l'Institut Pasteur) était entretenue sur un milieu synthétique conte- 
nant NH,Cl, SO,Mg, SO,Fe, tamponné a pH 6,5 par un mélange de 
PO,KH, et PO,K,H 4 5 p. 1.000 et contenant de la sorbite (a 4 p. 1.000) 
comme seul aliment carboné. Les mesures de respiration ont été faites 
par la méthode de Barcroft-Warburg. Les cultures étaient lavées deux 
fois par centrifugation avant chaque expérience, aprés quoi leur densité 
optique était déterminée a l’aide de l’appareil de Meunier. Le inilieu 
employé pour les expériences n’était autre que la partie minérale du 
milieu synthétique mentionné ci-dessus, additionné suivant les cas de 
glucose, de xylose ou de lactose M/100. 


‘Résuttats EXPERIMENTAUX. — A. Contréles. — Je me suis tout d’abord 


1) Karstrom, Erg. Enzymforsch., 1937, 7, 300: 
2 Puanterot, Ann. Physiol., 1932, 8, 124 et Ann. Ferment., 1935, 4, 149. 


(3) Currron, Enzymologia, 1937, 4, 246. 
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assuré qu’A la concentration employée (M/1.000) le D.N.P. (4) bloquait 
effectivement la croissance. J’ai pu constater que le développement d'une 
culture sur glucosé, additionnée de D.N.P. alors qu'elle était en pleine 
phase exponentielle, est immédiatement bloqué, et qu’en douze heures 4 37° 
sa densité optique n’augmente pas ou baisse de 3 a 4 p. 100. D’autre part, 
Vexpérience résumée par le graphique 1 est destinée a controler lVeffet du 
D.N-P. sur la respiration en présence de glucose, ¢’est-d-dire d'un glucide 
correspondant a un enzyme constitutif. On constate 

1° Que la respiration endogéne est sensiblement la méme en presence 
et en absence de D.N.P. (5). 

2° Qu’en absence de D.N.P. lintensité respiratoire de la suspension en 
milieu glucosé s’accroit avee le temps, ce qui traduit évidemment la crois- 
sance de la culture, alors que dans les mémes conditions, mais en présence 
de D.N.P., on obtient une droite. Il est clair cependant que l’intensité respi- 


}t0e 
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Glucose 


Glucose 
+ONP 


Ternoune 0 NP- 


Temotn sans one. 
50 100) Minutes 150 


Fio. 4. — Consommation d’oxygéne en millimétres cubes par centimétre cube 
> an sid ena de densité optique 400 en présence et en absence de D.N.P. 
-000. 


ratoire est la méme au début dans Jes deux cas, les courbes étant alors 
superposées, et cette experience met bien en évidence le fait que le D.N.P. 
bloque la croissance sans. diminuer la respiration. 


B. Expériences d’adaptation. — J’ai utilisé comme glucides corres- 
pondant a des enzymes adaptatifs le xylose et le lactose. La figure 2 
résume une expérience faite en présence de xylose. On voit que la 
respiration de la suspension bactérienne additionnée de D.N.P. ne 
s’accroit pas avec le temps et qu'elle est identique a la respiration 
endogéne d’une suspension témoin privée de substrat ,oxydable. Au 
contraire, en l’absence de D.N.P., Vintensité. respiratoire s’accroit avec 
le temps, exprimant V’adaptation progressive de la suspension bacté- 
rienne a l’utilisalion du xylose. A titre de contréle on a figuré égale- 
ment la respiration de la méme suspension, additionnée de D.N.P., en 
présence de glucose. Mais on pourrait encore supposer que le D.N.P. 


(4) Echantillon purifié par recristallisation, que je dois A Vextréme obli- 
geance de M. R. Croland. 

(5) On observe cependant fréquemment une légére augmentation en pré- 
sence de D.N.P. Elle ne peut en lVoccurrence é¢tre considérée comme signi- 
ficative, car elle ne dépasse pas les limites des erreurs possibles. I] “est 
vraisemblable cependant quelle est réelle,. eu égard aux résultats des 
Peay ont étudié Daction du D.N.P. sur les levures (v. PLANTEFOL, 
oc. cit.). 
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inhibe non pas Uadaptation mais le fonetionnement des enzymes adap- 
tatifs, sans toucher a celui des enzymes constitutifs. Pour éliminer 
cette possibilité, l’expérience suivante a été réalisée : une culture ayant 
achevé Sa croissance sur sorbite est additionnée de xylose (M/1.000 et 
divisée en deux fractions, dont ]’une est additionnée de D.N.P. de facon 
a réaliser M/1.000 (fract. 1), Vautre d’un volume égal d’eau distillée 
(fract. 2). Aprés quoi ces deux cultures sont abandonnées pendant 


Glucose 
*ONP 


oe One 
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e = Temoin sans substal 


30 100 Minutes 180 


Fie. 2. — Mémes conditions que dans la figure 1. 


douze heures 4 37° puis centrifugées, lavées et additionnées l’une et 
Uautre cette fois de D.N.P. On détermine ensuite leur respiration en 
présence de xylose (fig. 3). On voit que la culture I ne s’est pas adaptée 
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o=Xylose fract! 
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Fic. 3. — Mémes conditions que dans les figures 1 et 2. 
Fractions 4 et 2, voir explications dans le texte. 


et quelle respire comme Je témoin privé de substrat, alors que la 
culture II oxyde activement le xylose, quoique se trouvant elle aussi 
en présence de D.N.P. Cette expérience prouve donc bien que le D.N.P. 
est sans action sur l’enzyme en question une fois ]’adaptation acquise. 
Cette expérience a été répétée avec le lactose comme substrat adaptatif 
et a donné des résultats identiques. 
Discussion. — Ces expériences montrent donc que le D.N.P., quoique 
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n’inhibant en rien le fonctionnement des oxydations, inhibe cependant 
complétement l’adaptation lorsqu’il est employé a des doses qui blo- 
quent la croissance. Les résultats sont identiques & ceux que l’on 
obtient parle procédé tout différent qui consiste & supprimer l’aliment 
azoté. Il n’y a donc pas de raison de supposer que la présence d’une 
source d’azote soit indispensable & l’adaptation, indépendamment de sa 
nécessité pour les synthéses. La conclusion qui se dégage de ces essais 
est donc encore que l’adaptation parait liée aux processus de synthése 
et vraisemblablement A la synthése de la protéine spécifique elle-méme. 

Cependant, on ne saurait étre tout a fait affirmatif a cet égard, puis- 
qu’il s’agit de résultats négatifs. D’autre part, dans 2 cas connus il 
semble que l’adaptation puisse se produire en l’absence de toute proli- 
fération. Il s’agit de la galactozymase de S. cerevisiae (6) et de |’ hydro- 
génelyase de l’acide formique de B. coli (7). 

Dans ces 2 cas cependant il a été démontré simplement que l’adap- 
tation pouvait se manifester sans qu’il y eit augmentation corrélative 
du nombre de cellules, ce qui n’est évidemment pas une preuve absolue 
que dans les cultures en question il n’y ait pas eu augmentation de 
ja quantité de substance vivante (8). Seules des mesures pondérales 
pourraient apporter des indications décisives & cet égard. 

Ainsi, avant qu’il soit permis de conclure définitivement, il serait 
désirable que ces expériences fussent reprises. I] sera nécessaire d’autre 
part de contréler l’effet sur l’adaptation de procédés aussi variés que 
possible de blocage des synthéses. En attendant, on doit reconnaitre 
au moins que jusqu’ici il n’a jamais été démontré de facon certaine 
que l’adaptation enzymatique puisse se produire en l’absence de syn- 
thése et qu’au contraire la grande majorité des résultats connus indi- 
quent qu’il existe un lien étroit entre ces deux phénoménes. 


(Faculté des Sciences de Paris.) 


(6) StepuEenson et Yupkin, Biochem. J., 1936, 30, 506. — Eutrr et Nirsson, 
Zeitschr. Physiol. Chem., 1925, 4143, 89. 

(7) SvepHEeNsON et SticKLanp, Biochem. J., 1933, 27, 1528. 

(8) Notons d’ailleurs que SrepHenson et SricKLanp ainsi que STEPHENSON 
et Yupxin cherchaient uniquement par ces expériences & prouver que 
Yadaptation peut se produire indépendamment de toute possibilité de sélec- 
tion et que leurs résultats demeurent tout a fait démonstratifs 4 cet égard. 


Le Gérant : G. Masson. 
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Les membres francais de |’Association constituent ipso facto et de 
plein droit, la SECTION FRANGAISE de l ASSOCIATION INTER- 
NATIONALE DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
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d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
pour permettre ]’établissement de l’ordre du jour de la réunion. 
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Le Secrétaire général : P. Liépine. 
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